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PAM  protovmesniku bližnji motiv (angl. Protospacer Adjacent Motif) 
PCR  verižna reakcija s polimerazo (angl. Polymerase Chain Reaction) 
PEG  polietilen glikol 
PerMES  kompleks Peroksisom-ERMES 
PPAR jedrni receptor PPAR (angl. Peroxisome Proliferator Activated Receptors) 
p414 p414-TEF1p-Cas9-CYC1t 
qPCR kvantitativni PCR 
QTL  lokus kvantitativne lastnosti (angl. Quantitative Trait Locus) 
RHA  obojestranska analiza hemizigotov (angl. Reciprocal Hemizygosity 
Analysis) 
rRNA ribosomalna RNA 
S-AEC toksični analog lizina S-(2-aminoetil)-L-cistein hidroklorida  
SE sterolni estri 
SGA  tehnika za sistematično določanje sintetičnih genetskih interakcij (angl. 
Synthetic Genetic Array) 
SGD  baza podatkov o genomu kvasovke Saccharomyces cerevisiae (angl. 
Saccharomyces cerevisiae Genome Database) 
SKO  delecijska zbirka (angl. Single-gene Knock-Out collection) 
SNP  polimorfizem posameznih nukleotidov (angl. Single Nucleotide 
Polimorfizm) 
SNV  varianta posameznega nukleotida (angl. Single Nukleotide Variant) 
TAG triacilglicerol 
totRNA celokupna RNA  
tracrRNA  trans-aktivirajoča CRISPR RNA  
UAS  zgornje aktivacijsko mesto (angl. Upstream Activating Site) 
UTR  neprevedljiva regija (angl. UnTranslated Region) 
VC C-konec fluorescenčnega proteina Venus 
VN N-konec fluorescenčnega proteina Venus 
wt  sev divjega (naravni) tipa (angl. wild type) 
Y2H  dvo-hibridni sistem kvasovke (angl. Yeast Two Hybrid) 
YNB  osnovno dušikovo gojišče za kvasovke (angl. Yeast Nitrogen Base) 
X-QTL ekstremno kartiranje lokusov kvantitativnih lastnosti (angl. eXtreme 
Qantitative Trait Loci mapping) 
4-NQO 4-nitroquinolin 
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1 UVOD 
 
Lipidi predstavljajo vir energije, potrebni so za vzdrževanje celične integritete in celično 
signalizacijo, preko katere uravnavajo celično rast, apoptozo, diferenciacijo, vnetne 
odzive in vzdržujejo homeostazo membran. Ključni organeli pri uravnavanju lipidnega 
ravnotežja v celici so endoplazemski retikulum, lipidne kapljice, mitohondriji in 
peroksisomi. Pri tem sta prva dva organela pomembna pri sintezi lipidov, druga dva pa 
pri njihovi razgradnji. V kvasovkah je β-oksidacija maščobnih kislin za razliko od 
človeka omejena le na peroksisome in ne vključuje mitohondrijev (Kohlwein in sod., 
2013). 
 
Preučevanje lipidov je izrednega pomena. Nekateri izmed njih se uporabljajo kot 
prehrambni dodatki (npr. polinenasičene maščobne kisline), triacilgliceroli (TAG) pa v 
produkciji biodizla (Demain in Vaishnav, 2011; Krivoruchko in sod., 2013; Meijnen in 
sod., 2016). Poleg tega motnje v metabolizmu lipidov vodijo v različna bolezenska 
stanja pri ljudeh. Založni oziroma nevtralni lipidi – TAG in sterolni estri (SE) – imajo 
pomembno vlogo pri razvoju številnih z debelostjo in imunskim odzivom povezanih 
bolezni pri ljudeh (Greenberg in sod., 2011; Welte, 2015). Motnje v biogenezi 
peroksisomov pa pri sesalcih povzročijo bolezni, ki vodijo v nevrološke in razvojne 
motnje organizma (Kohlwein in sod., 2013). 
 
Kot večina biotehnološko zanimivih lastnosti kvasovke je tudi kopičenje založnih 
lipidov, TAG in SE, poligenska lastnost, torej pod kontrolo več genov in pod vplivom 
številnih okoljskih vplivov. Pri preučevanju poligenskih oziroma kompleksnih lastnosti 
predstavlja kvasovka Saccharomyces cerevisiae dober modelni organizem, saj se 
razmnožuje spolno in je viabilna oziroma metabolno aktivna tako v diploidni kot tudi v 
haploidni obliki. Poleg genetskih pristopov so v tem organizmu dobro razvite metode 
molekularnega kloniranja, ki omogočajo izredno natančno manipulacijo genoma in tako 
preverjanje učinka genetskih polimorfizmov na dotično lastnost. Za 31 % protein 
kodirajočih genov v kvasovki lahko pri človeku najdemo njihove ortologne gene, zaradi 
česar nudi kvasovka pomemben vpogled tudi za celično biologijo človeka (Hanson, 
2018). Ker je struktura celice, encimi in uravnavanje metabolizma lipidov v kvasovkah 
dobro ohranjena in primerljiva s človekom, je kvasovka nepogrešljiva pri raziskavah in 
razumevanju metabolizma lipidov. 
 
Pex11 je membranski protein peroksisomov, ki je odgovoren za elongacijo in fizijo 
membrane peroksisomov (Koch in sod., 2010; Li in Gould, 2003; Opaliński in sod., 
2011). Povečano izražanje gena PEX11 vodi v proliferacijo peroksisomov, tudi kadar 
celice ne gojimo pod proliferacijskimi pogoji peroksisomov. Kadar pa so celice brez 
proteina Pex11, celice vsbujejo le nekaj velikih peroksisomov (Erdmann in Blobel, 
1995; Marshall in sod., 1995; Li in Gould, 2002). V predhodni študiji naše skupine, ki 
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je podlaga raziskavam te doktorske naloge, so ugotovili, da delecija komponent 
kontaktne strukture endoplazemski retikulum – mitohondrij (ERMES; angl. 
Endoplasmic Reticulum Mitochondria Encounter Sructure), ki je odgovorna za stik in 
izmenjavo lipidnih molekul med mitohondriji in endoplazemskem retikulumu (Lang in 
sod., 2015), vpliva na razporeditev z zelenim fluorescenčnim proteinom (GFP) 
označenim Pex11, ki je odražal spremembe v morfologiji peroksisomov. Pri tem je 
delecija genov mitohondrijskih komponent (MDM10, MDM34) ali citosolne 
komponente (MDM12) kompleksa ERMES vplivala na morfologijo peroksisomov, 
medtem ko delecija gena MMM1, ki kodira komponento, ki se nahaja v membrani 
endoplazemskega retikuluma, ni imela vpliva (Mattiazzi Ušaj in sod., 2015). Poleg tega 
je naša skupina v predhodni transkriptomski študiji ugotovila, da gen PEX11 vpliva na 
izražanje genov glikolize (na primer HXK2 in ENO1) ter gena RLF2 (Petrovič, 2019). 
Čeprav so objavljene številne študije, ki preučujejo biološko vlogo proteina Pex11, 
ostaja veliko neznank, sploh na nivoju molekularne funkcije proteina. Poleg tega so bile 
objavljene študije izvedene pod pogoji za proliferacijo peroksisomov, kot je rast ob 
prisotnosti maščobnih kislin, njegova relevantnost v celicah gojenih na glukozi pa ni 
bila opredeljena. 
 
Kljub temu, da poznamo glavne encime, vpletene v metabolizem lipidov, ostaja na tem 
področju veliko neznank, saj na primer vemo relativno malo o uravnavanju encimov 
metabolizma lipidov. Ker vodijo mutacije na ravni DNA v spremembe transkriptoma na 
genomski ravni, moramo obravnavati kompleksne lastnosti kot mreže genov, ki kljub 
temu, da so vpleteni v različne procese v celici, vplivajo drug na drugega bodisi na ravni 
genov (genetske interakcije) bodisi na ravni proteinov (proteinske interakcije) 
(Ehrenreich in sod., 2009). Tako metabolnih poti ne moremo obravnavati izolirano od 
preostalih metabolnih poti, kakor tudi ne od drugih procesov v celici. Na primer, geni 
MKT1, PHO23, PIG1 in RML2 kodirajo proteine, vpletene v regulatorne mehanizme, 
stabilnost informacijske RNA (mRNA; angl. messenger RNA) ali translacijo, ki do 
sedaj niso bili povezani s funkcijo v lipidnem metabolizmu. Na podlagi genetske analize 
lokusov kvantitativne lastnosti (QTL) kvasovke pa so bili ravno ti geni najdeni kot 
najverjetnejši kandidatni vzročni geni za kopičenje založnih lipidov v kvasovki S. 
cerevisiae in tako prvič povezani s funkcijo v lipidnem metabolizmu (Petrovič, 2019). 
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1.1 NAMEN DOKTORSKE DISERTACIJE 
 
V raziskavi smo se v prvem delu osredotočili na vlogo najbolj zastopanega 
peroksisomalnega membranskega proteina Pex11. Pri tem smo želeli osvetliti biološki 
pomen sprememb v razporeditvi signala Pex11-GFP oziroma morfologiji peroksisomov 
v povezavi s komponentami kompleksa ERMES. Prav tako smo poskušali pojasniti 
povezavo metabolizma lipidov z osrednjim ogljikovim metabolizmom preko proteina 
Pex11. V drugemu delu doktorske naloge smo želeli kandidatne gene MKT1, PHO23, 
PIG1 in RML2 potrditi ali ovreči kot resnične vzročne gene za kopičenje založnih 
lipidov. Poleg tega smo želeli odkriti dodatne genetske elemente, ki vplivajo na 
kopičenje založnih lipidov. Raziskave smo opravili na kvasovki S. cerevisiae. 
 
 
1.2 HIPOTEZE 
 
- Osrednji ogljikov metabolizem in metabolizem lipidov sta povezana preko 
proteina Pex11. 
- Pex11 in citosolna ter mitohondrijski komponenti kompleksa ERMES fizično 
interagirajo. 
- Aleli seva AWRI1631 MKT1, PHO23, PIG1 in RML2 so vzročni aleli večje 
vsebnosti založnih lipidov pri kvasovki S. cerevisiae. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 KVASOVKA S. cerevisiae KOT MODELNI ORGANIZEM  
 
Kvasovka S. cerevisiae se v peki in fermentaciji alkoholnih pijač ter hrane uporablja že 
tisočletja. V haploidni obliki je bodisi paritvenega tipa a bodisi α, odvisno od izraženega 
alela v lokusu MAT. Paritven tip heterotaličnih sevov je stabilen, medtem ko ga lahko 
homotalični sevi preklapljajo, kar omogoča endonukleaza HO (Hanson, 2018). S. 
cerevisiae izvaja oksidativno fermentacijo, tako da večino glukoze pretvori v etanol, ne 
glede na prisotnost kisika. Tako je produkcija ATP vezana na proces glikolize in je 
neodvisna od dihalne verige v mitohondrijih. Nasprotno velja za nefermentativne vire 
ogljika kot so glicerol, etanol, laktat. Zaradi tega petite kolonije, ki vsebujejo delno 
oziroma popolno izgubo mtDNA in tako okvarjeno dihalno verigo, niso sposobne 
respiracije in posledično rasti na nefermentativnih virih ogljika kljub vsaj delno 
delujočemu ciklu TCA (cit. po Day, 2013).  
 
Kvasovka S. cerevisiae predstavlja dober modelni organizem, ker je rokovanje z njo 
preprosto, je GRAS (angl. Generally Recognized As Safe) organizem in ima kratek 
generacijski čas – 90 min pod optimalnimi pogoji. Njen genom je bil leta 1996 prvi 
evkariontski genom, katerega zaporedje DNA je bilo določeno in objavljeno (Goffeau in 
sod., 1996). V haploidni obliki ga sestavlja 16 kromosomov s 6604 odprtimi bralnimi 
okvirji (ORF), od katerih je 5178 potrjeno kodirajočih (baza podatkov o genomu 
kvasovke Saccharomyces cerevisiae - SGD, 5. 6. 2019) (Cherry in sod., 2012). 
 
 
2.1.1 Sistem CRISPR-Cas9 
 
Homologna rekombinacija je v S. cerevisiae zelo učinkovita, kar omogoča uspešno 
mestno-specifično integracijo pomnožka DNA v genom, pri čemer na vsaki strani 
pomnožka DNA zadostuje le 40 bp identičnega zaporednja tarčnemu zaporedju na 
genomu. V kvasovkah je homologna rekombinacija dominanten mehanizem 
popravljanja prekinitve obeh verig DNA, medtem ko je v sesalskih celicah preferenčen 
mehanizem združevanje nehomolognih koncev (Hanson, 2018). Na popravljanju s 
homologno rekombinacijo pa temelji tudi sistem gruč enakomerno prekinjenih kratkih 
palindromnih ponovitev – CRISPR-Cas9 (angl. Clustered Regularly Interspaced Short 
Palindromic Repeats) – kjer se z vodečo RNA (gRNA, angl. guide RNA) usmerjena 
endonukleaza Cas9 uspešno uporablja za manipulacije genoma bakterij, kvasovk, 
rastlin, živali in človeških celic (Jinek in sod., 2012; Knott in Doudna, 2018). Uspešnost 
molekulskega kloniranja v kvasovki s CRISPR-Cas9 sistemom pa temelji tudi na tem, 
da prekinitve obeh verig DNA v tem organizmu povečajo uspešnost homologne 
rekombinacije do 4000-krat (Storici in sod., 2003). Za namene molekulskega kloniranja 
se uporablja endonukleaza Cas9, ki je kodonsko optimizirana, ter transkript crRNA-
tracerRNA, ki se prepiše kot ena gRNA (DiCarlo in sod., 2013; Mali in sod., 2013).  
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2.1.2 Funkcijska genomika 
 
Funkcijska genomika se ukvarja s funkcijami in interakcijami genov ter proteinov. Za 
razliko od klasičnih molekularno bioloških pristopov, ki preučujejo posamezen gen ali 
protein, funkcijska genomika temelji na visokozmogljivih tehnikah analize DNA in 
proteinov, ki omogočajo odkrivanje proteinskih in genetskih interakcij na nivoju 
celotnega genoma in proteoma, kar nam omogoča razumevanje bioloških procesov, v 
katere so ti geni in proteini vpleteni (Bunnik in Roch, 2011).  
 
Kvasovka je na področju funkcijske genomike izrednega pomena, saj so ustvarjene 
številne zbirke, kot je zbirka 4800 delecijskih mutant SKO (angl. Single-gene Knock-
Out collection), kjer je v vsaki mutanti dotičen ORF zamenjan s selekcijskim 
označevalcem KanMX, kar omogoča visokozmogljivo in sistematizirano odkrivanje 
sintetičnih genetskih interakcij (Winzeler in sod., 1999). Poleg omenjene zbirke 
obstajajo številne druge, med katerimi sta tudi zbirka temperaturno občutljivih alelnih 
variant esencialnih genov in GFP kolekcija. V slednji so ORF označeni na C-koncu z 
GFP, kar omogoča sledenje proteinov v celici (Huh in sod., 2003; Li in Mitchell, 1997). 
 
Identifikacija genetskih interakcija nam služi za odkrivanje funkcijskih povezanosti med 
geni. Genetska interakcija med dvema genoma obstaja, kadar je fenotip dvojne mutante 
drugačen od napovedane vrednosti glede na fenotip enojnih mutant. Obstaja 
multiplikativen, aditiven, logaritemski in minimalni model genetske interakcije. 
Najpogosteje je uporabljen prvi, kjer je napovedana vrednost fenotipa dvojne mutante 
zmnožek relativnih vrednosti fenotipov enojnih mutant. Dva gena sta v negativni 
genetski interakciji, kadar je relativna vrednost fenotipa dvojne mutante nižja od 
napovedane vrednosti, v ekstremnem primeru pa mutacija v dveh genih povzroči smrt 
celice. V primeru pozitivne genetske interakcije je relativna vrednost fenotipa dvojne 
mutante večja od napovedane vrednosti, kjer v skrajnem primeru mutacija enega gena 
maskira učinek mutacije drugega genu. Ta je značilna za gene, ki so del iste genetske 
poti, negativna genetska interakcija pa je značilna za gene, ki delujejo v paralelnih 
poteh. Najpogostejši primer fenotipa, ki se uporablja pri študiranju genetskih interakcij 
je fitnes oz. rast celic (Boone in sod., 2007; Mani in sod., 2008).  
 
V kvasovki so dobro razvite tudi in vivo metode za odkrivanje proteinskih interakcij. 
Med najpreprostejšimi in cenovno ugodnimi metodami so dvo-hibridni sistem kvasovke 
(Y2H; angl. Yeast Two Hybrid) in njegove različice ter bi-molekularno fluorescenčno 
dopolnjevanje (BiFC; angl. Bimolecular Fluorescence Complementation). Obe metodi 
temeljita na proteinih, ki jih lahko cepimo na dva stabilna dela, ki sta se sposobna 
ponovno sestaviti v funkcionalen originalen protein. Pri tem N-konec in C-konec 
proteina vežemo na preučevana proteina, katerih interakcija nas zanima, in le v primeru 
njune interakcije se konca sestavita, kar lahko zaznamo. Metoda, ki je omogočila 
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razcvet študiranja proteinskih interakcij, je Y2H (Fields in Song, 1989; Xing in sod., 
2016). Y2H izkorišča dejstvo, da lahko transkripcijski faktor Gal4 razcepimo na DNA 
vezavno domeno in aktivacijsko domeno. V primeru interakcije pride do sestave 
transkripcijskega faktorja, ki v jedru sproži prepis reporterskih genov, kar omogoča rast 
celic na selekcijskem gojišču (Fields in Song, 1989). Visokozmogljiva različica Y2H, 
BFG-Y2H (angl. Barcode Fusion Genetics-Yeast Two-Hybrid), omogoča pregled 
proteinskih interakcij celotnega proteoma (Yachie in sod., 2016), membranski dvo-
hibridni sistem kvasovke, MYTH (angl. Membrene Yeat Two Hybrid), pa omogoča 
odkrivanje interakcij z oziroma med membranskimi proteini. Pri slednji metodi se 
namesto transkripcijskega faktorja Gal4 uporablja ubikvitin, pri čemer je na njegov C-
konec vezan umeten transkripcijski faktor (Stagljar in sod., 1998). Metoda BiFC bazira 
na fluorescenčnem proteinu Venus, katerega re-konstrukcijo v primeru proteinske 
interakcije spremljamo mikroskopsko (Sung in Huh, 2007). Pomanjkljivost metode 
Y2H in njenih različic je, da se geni, katerih interakcija na ravni proteinov nas zanima, 
izražajo episomalno pod kontrolo močnih promotorjev. Tako so proteini v celici prisotni 
v višjih koncentracijah, pri čemer lahko pride do nespecifičnih interakcij. Pri metodi 
BiFC so proteini označeni endogeno, zato ostanejo pod kontrolo lastnih promotorjev. 
Tako je možnost nespecifičnih interakcij manjša (Xing in sod., 2016).  
 
 
2.2 PEROKSISOMI IN PROTEIN Pex11  
 
Peroksisomi so organeli, obdani z enojno membrano, znotraj katerih v glavnem poteka 
razgradnja reaktivnih kisikovih spojin, še posebej vodikovega peroksida, in β-oksidacija 
maščobnih kislin. Slednja je v kvasovkah omejena le na peroksisome, medtem ko v 
sesalskih celicah poteka primarno v mitohondrijih (Palmieri in sod., 1999). Proces β-
oksidacije maščobnih kislin je sestavljen iz štirih korakov: aktivacije maščobnih kislin s 
koencimom A (CoA), oksidacije, hidratacije / dehidrogenacije in tiolacije. Končni 
produkt enega cikla sta acetil-CoA in acilna veriga skrajšana za dva ogljika. Acetil-CoA 
je iz peroksisomov transportiran v mitohondrije preko glioksilatnega cikla ali 
karnitinskega transporta (cit. po Kohlwein, 2013). Kadar so kvasovke gojene na 
glukozi, vsebujejo celice okoli pet peroksisomov, ki izvajajo bazičen nivo β-oksidacije 
maščobnih kislin (Marchesini in Poirier, 2003; Anthonio in sod., 2009; Li in Gould, 
2002). Njihovo število se znatno poveča, kadar celice gojimo na maščobnih kislinah, 
kot je oleinska kislina (Erdmann in Blobel, 1995). 
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2.2.1 Protein Pex11 
 
Proteini v matriksu peroksisomov in membranski proteini peroksisomov so encimi, 
vpleteni v metabolne procese v peroksisomih, membranski transporterji in proteini, 
vpleteni v fizijo in dedovanje teh organelov (Kohlwein in sod., 2013). Pex11 je 
membranski protein peroksisomov, odgovoren za elongacijo in cepitev peroksisomov. 
Prekomerno izražanje Pex11 v celicah, gojenih na glukozi, ki ne inducira proliferacije 
peroksisomov, vodi v povečanje števila teh organelov. Po drugi strani pa celice, gojene 
na oleinski kislini, brez funkcionalnega proteina Pex11 vsebujejo le nekaj velikih 
peroksisomov, ki se niso sposobni deliti (Erdmann in Blobel, 1995; Marshall in sod., 
1995; Li in Gould, 2002). 
 
Izražanje gena PEX11 je močno inducirano, kadar je edini vir ogljika oleinska kislina 
(Marshall in sod., 1995). V svoji promotorski regiji vsebuje podobno zaporedje 
zaporedju UAS1 (angl. Upstream Activating Site 1), ki se prekriva z na oleat odzivnim 
zaporedjem ORE (angl. Oleat Responsive Elements) (Gurvitz in sod., 2001). Ti 
zaporedji sta značilni za gene, vpletene v proliferacijo peroksisomov in β-oksidacijo 
maščobnih kislin. Transkripcijska faktorja Pip1 in Oaf1 se v obliki heterodimera vežeta 
na element ORE, transkripcijski faktor Adr1 pa na zaporedje UAS1 ter tako pozitivno 
uravnavajo izražanje svojih tarčnih genov (Gurvitz in Rottensteiner, 2006). Gurvitz in 
sod. (2001) so uspeli dokazati, da Adr1 pozitivno uravnava tudi izražanje PEX11, saj je 
bila tako količina mRNA, kot tudi proteina, v mutanti adr1Δ ob indukciji z oleinsko 
kislino izrazito nižja v primerjavi s sevom divjega tipa. Na posttranslacijskem nivoju je 
aktivnost Pex11 uravnavana s fosforilacijo. Medtem ko fosforilacija proteina Pex11 ne 
vpliva na rast celic na oleinski kislini in lavrinski kislini (Mindthoff in sod., 2016), 
vpliva proliferacijo peroksisomov, saj je izražanje konstitutivno fosforiliranega proteina 
Pex11 (S165D, S167D) vodilo v proliferacijo, podobno kot pri prekomernem izražanju 
nativne oblike proteina. Po drugi strani pa je konstantno nefosforilirana oblika Pex11, 
podobno kot njegova delecija, vodila v pojav velikih in maloštevilnih peroksisomov 
(Knoblach in Rachubinski, 2010). Pex11 je pri cepitvi peroksisomov odgovoren za 
rekrutiranje proteinov, ki dejansko izvedejo cepitev. Eden izmed teh proteinov je Fis1, 
protein, ki tudi sodeluje pri cepitvi mitohondrijev. Skladno s tem, da fosforilirana oblika 
Pex11 pospešuje proliferacijo, je bilo pokazano, da v kvasovki Pichia pastoris 
fosforilacija Pex11 tudi ojača interakcijo med Pex11 in Fis1 (Joshi in sod., 2012).  
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2.2.2 Družina proteinov Pex11 
 
S. cerevisiae vsebuje še dva dodatna homologna proteina v družini proteinov Pex11, in 
sicer Pex25 in Pex27, ki sta v njunem C-koncu strukturno podobna Pex11  
(Rottensteiner in sod., 2003). Pex11 je na N-koncu (2-187 aminokislina) v 30 % 
aminokislin identičen in v 50 % aminokislin podoben ligand-vezavni domeni jedrnih 
receptorjev sesalcev, PPAR (angl. Peroxisome Proliferator Activated Receptors) 
(Barnett in sod., 2000). Prav tako pa proteina Pex25 in Pex27 v delu, ki je ohranjena s 
Pex11, kažeta to podobnost (Rottensteiner in sod., 2003). Vpletena sta tudi v biogenezo 
peroksisomov, saj sta, kot je značilno za PEX11, njuni posamični deleciji povzročili 
nastanek velikih peroksisomov, prekomerno izražanje PEX25 pa je sprožilo 
proliferacijo. Celice s posamičnimi delecijami genov družine PEX11 so še vedno rastle 
na oleinski kislini, za popolno inhibicijo rasti pa je bila potrebna delecija vseh treh 
genov hkrati (Rottensteiner in sod., 2003; Tam in sod., 2003). Podobno velja za vnos 
proteinov v matriks peroksisomov, le delecija vseh treh genov hkrati je povzročila 
nezmožnost vnosa GFP, označenega s tarčnim signalom za peroksisome (Marshall in 
sod., 1995; Rottensteiner in sod., 2003). 
 
Sesalci vsebujejo tri izooblike Pex11. PEX11β in PEX11γ sta konstitutivno izražana, pri 
čemer se prvi izraža v vseh tipih celic, slednji pa je tkivno specifičen. Medtem ko je 
malo znanega o uravnavanju teh dveh izooblik, proliferatorji peroksisomov (maščobne 
kisline, fibrati, fenil butirat) inducirajo izražanje tretjega gena, PEX11α, ki se izraža 
tkivno specifično. Maščobne kisline in fibrati inducirajo izražanje PEX11α preko 
jedrnega receptorja PPARα, medtem ko fenil butirat inducira uzražanje PEX11α 
neodvisno od PPARα (cit. po Schrader in sod., 2016). Okvara biogeneze peroksisomov 
vodi v različna patološka stanja. Miši brez funkcionalnega proteina Pex11γ so v 
nekaterih primerih razvile nealkoholno maščobno jetrno bolezen (Weng in sod., 2013), 
odsotnost proteina Pex11β pa je povzročila patološke učinke, podobne boleznim 
različnega spektra sindromu Zellweger, za katere so značilni nevrološki in razvojni 
defekti organizma (Li in sod., 2002) 
 
 
2.2.3 Biogeneza peroksisomov 
Obstaja več modelov razvoja peroksisomov. Najbolj uveljavljen model pojasnjuje 
proliferacijo peroksisomov kot rast in delitev obstoječih peroksisomov. Pri tem se 
membrana peroksisomov podaljša, nato pride do zoženja in končno do cepitve. Pri tem 
igra Pex11 ključno vlogo pri procesu elongacije membrane in pri končni cepitvi. Novo 
nastali peroksisomi pa nastanejo na endoplazemskem retikulumu le v primeru, če celica 
nima obstoječih peroksisomov, kot je to v mutantah pex3Δ ali pex19Δ (Hettema in sod., 
2000; Kohlwein in sod., 2013).  
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Proteini Pex11 sesalcev in gliv imajo na N-koncu amfifilni α-heliks s hidrofobno in 
polarno površino enakih velikostih (slika 1) (Mindthoff in sod., 2016; Opaliński in 
sod., 2011). Pri tem je polarna površina v glavnem sestavljena iz pozitivno nabitih 
aminokislin, kar omogoča, da se α-heliks vstavi v en sloj fosfolipidov membrano 
peroksisomov, ki so negativno nabite. Ko je heliks vstavljen, razširi fosfolipide v 
membrani in jo ukrivi, kar omogoči elongacijo membrane (Opaliński in sod., 2011; 
Koch in Brocard, 2011; Koch in Brocard 2012). Ta model je podkrepljen z 
eksperimenti na peroksisomom podobnih veziklih. Tu so dokazali, da so proteini 
Pex11α človeka, Pex11 kvasovk S. cerevisiae in Hansenula polyporpha ter plesni 
Penicillium chrysogenum sposobni podaljšati membrano peroksisomom podobnih 
veziklov (Opaliński in sod., 2011).  
 
Slika 1: Integracija amfifilnega α-heliksa proteina Pex11 v zunanji sloj fosfolipidnega dvo-sloja (Koch in 
Brocard, 2011: 358). 
Figure 1: The insertion of the Pex11 amphiphilic α-helix in one leaflet of the lipid bilayer (Koch and 
Brocard, 2011: 358). 
 
Končni korak proliferacije peroksisomov se izvede s cepitvijo, kjer so vključeni 
proteini, odgovorni za cepitev mitohondrijev, katerih lokalizacija na peroksisomih je 
odvisna od Pex11. Večina dokazov za to je bila narejenih na celicah sesalcev, kjer so 
dokazali, da Pex11 rekrutira omenjene proteine (cit. po Schrader in sod., 2015; Li in 
Gould., 2003; Koch in sod., 2010; Koch in Brocard, 2012). Pri S. cerevisiae so vpleteni 
proteini Vps1, Dnm1 in Fis1, pri čemer sta slednja dva tudi odgovorna za cepitev 
mitohondrijev. Delecija genov omenjenih proteinov povzroči zmanjšano število 
peroksisomov, kadar so celice S. cerevisiea gojene na oleinski kislini (Kuravi in sod., 
2006). Pri kvasovki Pichia pastoris je bila dokazana proteinska interakcija med Pex11 
in Fis1, pri kvasovki Hansenula polymorpha pa med Pex11 in Dnm1, s čimer so tudi pri 
kvasovki dokazali, da je Pex11 odgovoren za rekrutiranje proteinov, ki izvedejo cepitev 
peroksisomov (Joshi in sod., 2012; Williams in sod., 2015). 
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2.3 NERAZISKANA VLOGA PROTEINA Pex11 
 
Znano je, v katerih bioloških procesih sodeluje Pex11. Vendar so vsi procesi omejeni na 
pogoje, ki inducirajo proliferacijo peroksisomov, kot je prisotnost maščobnih kislin. 
Biološka vloga Pex11, kadar so celice gojene na glukozi, pa še ni opredeljena. Poleg 
tega je molekulska funkcija Pex11 še neznana. Zaradi tega je naša skupina predhodno 
izvedla transkripcijsko študijo mutant pex11Δ in lokalizacijsko študijo Pex11-GFP v 
kolekciji SKO, kjer so bile celice gojene na glukozi. Slednji pristop, kjer se v zbirki 
vseh delecijskih mutant spremlja lokalizacijo proteinov oziroma morfologijo organelov, 
označenih s fluorescenčnim označevalcem, se je kasneje uveljavil kot metoda za 
osvetljevanje funkcij proteinov (Bykov in sod., 2019; Cohen in sod., 2014; Scorrano in 
sod., 2019).  
 
  
2.3.1 Pex11 in osrednji ogljikov metabolizem 
 
Transkripcijski profil seva divjega tipa in mutante pex11Δ je naša skupina analizirala s 
pomočjo DNA mikromrež. Ugotovili so, da funkcionalen PEX11 zniža izražanje gena 
RLF2 in poveča izražanje večine genov, vpletenih v glikolizo. Rlf2 je del kromatinskega 
povezovalnega faktorja 1 (CAF-1; angl. Chromatin Assembly Factor), ki ga sestavljata 
še proteina Msi1 in Cac2. Kompleks pakira novo sintetizirane histone H3 in H4 na 
podvojeno DNA in tako sodeluje pri nastanku kromatina (Smith in Stillman, 1991). 
Rlf2 prav tako vpliva na delovanje in lokalizacijo Rap1, ki je transkripcijski regulator 
(aktivator ali represor) več kot 1000 genov S. cerevisiae (SGD, 30. 6. 2019; Cherry in 
sod., 2012). Rap1 uravnava dolžino telomernih regij, inhibira izražanje genov v 
telomernih lokusih, vpleten je v utišanje lokusov paritvenega tipa (HMLα in HMRa), 
uravnava izražanje genov ribosomalnih proteinov in aktivira izražanje genov za encime 
glikolize. Med tarčami Rap1 pa so tudi geni encimov fermentacije glukoze (Enomoto in 
sod., 1997; Lieb in sod., 2001).  
 
Med glikolitičnimi encimi, ki so kazali spremenjeno izražanje ob odsotnosti PEX11, je 
zanimiv gen HXK2, katerega izražanje se je v sevu brez funkcionalnega gena PEX11 
povečalo pri rasti na glukozi kot glavnemu viru ogljika . Ta gen kodira heksokinazo, ki 
v citosolu izvaja prvo reakcijo glikolize: fosforilacijo glukoze na mestu C6. Hxk2 se 
izraža, kadar so celice gojene na fermentativnih virih ogljika, kot je glukoza. Protein 
Hxk2 se poleg v citosolu nahaja tudi v jedru, kjer inducira izražanje lastnega gena ter 
reprimira izražanje genov za pomožno heksokinazo Hxk1 in glukokinazo Glk1. Kadar 
so celice gojene na nefermentativnih virih ogljika, je izražanje HXK2 reprimirano, Hxk1 
in Glk1 pa prevzameta fosforilacijo glukoze (Rodríguez in sod., 2001).  
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PEX11 je v primeru prenosa z glicerola na oleat ojačal izražanje gena za encim glikolize 
enolaza I (Eno1) in drugih encimov glikolize (Petrovič, 2019), katerih ortologi sesalcev 
so pod kontrolo PPAR (Panasyuk in sod., 2012a, 2012b). Eno1 pretvarja 2-fosfoglicerat 
v fosfoenol piruvat v procesu glikolize in obratno reakcijo v procesu glukoneogeneze. 
Poleg Eno1, celice vsebujejo še enolazo II, Eno2. Eno2 je glavna enolaza, kadar so 
celice gojene na glukozi, medtem ko je raven izražanja obeh encimov podobna, kadar so 
celice gojene na nefermentativnih virih ogljika (Cohen in sod., 1987; McAlister in 
Holland, 1982).  
 
 
2.3.2 Pex11-GFP lokalizacija v SKO mutantah 
 
S pomočjo visokozmogljivostne mikroskopije je bila izvedena lokalizacijaska študija 
proteina Pex11, ki je bil na C-koncu označen z GFP (Mattiazzi Ušaj in sod., 2015). 
Konstrukt se je izražal pod endogenim promotorjem gena PEX11. Ta konstrukt so 
vključili v genom vseh posamičnih delecijskih mutant neesencialnih genov iz zbirke 
SKO, poleg tega pa tudi v genome temperaturno občutljivih mutant esencialnih genov. 
Na podlagi jakosti in razporeditve fluorescenčnega signala so analizirali vzorec 
lokalizacije Pex11. Pex11 je bil v vseh primerih vezan na membrane in v nobenem 
primeru ni bil viden v jedru. To je bilo presenetljivo, saj so si Pex11 in jedrni receptorji 
PPAR sesalcev strukturno podobni (Barnett in sod., 2000). Poleg tega pa je naša 
skupina protein Pex11 in jedrne receptorje PPAR funkcijsko povezala preko 
uravnavanja izražanja encimov glikolize. Zanimivo pa je bil Pex11 v primeru mutante 
pex3Δ, ki ne vsebuje peroksisomov, lociran na membranah mitohondrijev (Mattiazzi 
Ušaj in sod., 2015).  
 
Podrobneje so analizirali 10 % mutant, ki so v primerjavi s sevom divjega tipa kazale 
najbolj značilno različno razporeditvijo Pex11-GFP. Te mutante so razporedili v dve 
skupini. V eni skupini so bile mutante z bolj razpršenim in šibkejšim signalom, v drugi 
pa tiste, kjer je bil signal točkovno ojačan (slika 2) (Mattiazzi Ušaj in sod., 2015).  
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2.4 KOPIČENJE ZALOŽNIH LIPIDOV 
 
Presežek lipidov se v celici kopiči v obliki nevtralnih založnih lipidov, TAG in SE, v 
lipidnih kapljicah, ki so obdane s fosfolipidnim monoslojem. V S. cerevisiae TAG 
sestavlja glicerol zaestren s tremi maščobnimi kislinami, ki so večinoma nasičene ali 
mononenasičene dolgoverižne C16 ali C18 maščobne kisline (cit. po Radulovic in sod., 
2013). SE v glavnem gradi ergosterol, esterificiran bodisi z oleinsko ali palmitoleinsko 
kislino. V lipidnih kapljicah pa lahko najdemo tudi z maščobno kislino zaestrene 
intermediate v sintezi ergosterola, kot so lanosterol, zimosterol, epiesteriol in fekosterol 
(Czabany in sod., 2008). 
 
Lipidne kapljice so velike od 300 nm do 1 µm v premeru, odvisno od faze rasti. 
Maksimalno kopičenje založnih lipidov v lipidnih kapljicah kvasovke dosežejo v 
stacionarni fazi rasti. Ko kvasovkam v stacionarni fazi ponovno dodamo svežo glukozo, 
pride do hitre razgradnje založnih lipidov, ki služijo v glavnem za sintezo novih 
membran. V 6 do 8 h po menjavi gojišča je 80 % lipidnih kapljic že recikliranih (Kurat 
in sod., 2006).  
 
Tvorba lipidnih kapljic se začne na endoplazemskem retikulumu, ki vsebuje tudi večino 
encimov, ki so potrebni za sintezo TAG in SE. Obstaja več modelov njihovega 
nastanka, vendar je najbolj uveljavljen model, ki opisuje nastanek lipidnih kapljic kot 
brstenje na endoplazemskem retikulumu. Tu poteka sinteza založnih lipidov med 
lipidnim dvoslojem endoplazemskega retikuluma. Ko koncentracija založnih lipidov 
doseže kritično vrednost, pride do formacije brsti, ki se nato odcepi z zunanjega 
fosfolipidnega sloja. Sinteza založnih lipidov se nato nadaljuje v lipidnih kapljicah (cit. 
po Olzmann in Carvalho, 2019). 
 
Glavna intermediata v sintezi lipidov sta fosfatidna kislina in diacilglicerol, ki sta 
perkurzorja tako TAG kot fosfolipidov. Diacilglicerol nastane z defosforilacijo 
fosfatidne kisline, ki jo v kvasovki vrši fosfataza Pah1. TAG pa nastajajo z eserifikacijo 
diacilglicerola, za kar je potrebna aktivirana maščobna kislina. To reakcijo v kvasovki 
vršita dve aciltransferazi, Dga1 in Lro1. Prva je odvisna od acil-CoA in ima največji 
doprinos k sintezi TAG (cit. po Radulović in sod., 2013; cit. po Kohlwein in sod., 
2013). V celici jo najdemo na membranah endoplazemskega retikuluma in na 
membranah lipidnih kapljic. Lro1 koristi acil-CoA iz fosfolipidov fosfatidiletanolamina 
in fosfatidilholina in jo najdemo le na membrani endoplazemskega retikuluma 
(Choudhary in sod., 2011; Natter in sod., 2005). Lipidne kapljice v celicah brez 
funkcionalnih proteinov Dga1 in Lro1 vsebujejo le SE. Če pa dodatno še inaktiviramo 
od acil-CoA odvisni aciltransferazi Are1 in Are2, ki vršita sintezo SE v 
endoplazemskem retikulumu, ostanejo celice brez lipidnih kapljic, ki so pod 
standardnimi pogoji gojenja viabilne in rastejo primerljivo hitro kot celice divjega tipa. 
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Are1 in Are2 pripomoreta tudi k sintezi TAG, vendar v zelo omejenih količinah 
(Sandager in sod., 2002). Pri sintezi SE aciltransferazi acilirata ne le ergosterol, ampak 
tudi njegove prekurzorje, pri čemer Are2 prefenečno acilira ergosterol, Are1 pa 
lanosterol (Zweytick in sod., 2000). Slednja v anaerobnih razmerah prevzame večino 
sinteze SE, saj je takrat sinteza ergosterola blokirana (Valachovic in sod., 2001).  
 
Razgradnjo TAG vršijo tri lipaze, Tgl3, Tgl4 in Tgl5, SE pa Yeh1, Yeh2 ter Tgl1. Tgl3 
in Tgl4 sta glavni lipazi TAG, medtem ko ima Tgl5 le manjši doprinos (Athenstaedt in 
Daum, 2005). Vse lipaze najdemo vezane na membrani lipidnih kapljic, le Yeh2 na 
plazemski membrani (Athenstaedt in Daum, 2003, 2005; Köffel in sod., 2005). 
 
 
2.4.1 Določanje vsebnosti založnih lipidov 
 
Založne lipide lahko izmerimo z gravimetričnimi metodami, tekočinsko kromatografijo 
visoke zmogljivosti (HPLC; angl. High-Pressure Liquid Chromatography), plinsko 
kromatografijo sklopljeno z masno spektroskopijo (GC-MS; angl. Gas Chromatography 
- Mass Spectroscopy) in fluorescenčnimi tehnikami. Fluorescenčne tehnike so v 
primerjavi z ostalimi pristopi hitrejše, izvedbeno manj zahtevne in cenejše. Uspešno se 
uporabljajo za vitalno analizo lipidnih kapljic s fluorescenčno mikroskopijo in pretočno 
citometrijo ter analizo založnih lipidov s čitalcem mikrotitrskih plošč. Barvila, kot so 
nilsko rdeče, BODIPYTM 493/503, LD540 in Oil red O, so bila uspešno uporabljena za 
detekcijo založnih lipidov pri kvasovki (cit. po Rumin in sod., 2015). 
Nilsko rdeče je metakromatsko barvilo, ki je netopno v hidrofilnem okolju in se 
uporablja za vitalno barvanje lipidnih kapljic. Ima širok spekter fluorescence, ki je 
odvisen od stopnje nepolarnosti okolja. V bolj hidrofobnem okolju emitira v zelenem in 
rumenem delu spektra svetlobe, v manj hidrofobnem okolju pa se spekter emitirane 
svetlobe pomakne k rdeči svetlobi (Greenspan in Fowler, 1985). To omogoča ločeno 
opazovanje različnih lipidnih molekul, kar uravnavamo z vzbujevalno in emitirano 
svetlobo različnih valovnih dolžin (slika 4) (Rumin in sod., 2015). Z barvilom nilsko 
rdeče so uspešno obarvali lipidne kapljice v različnih celičnih linijah (Greenspan in 
sod., 1985; Rumin in sod., 2015) in izoliranih monocitih (Schnitzler in sod., 2017). V 
veliki meri se barvilo uporablja za določitev založnih lipidov v mikroalgah in 
kvasovkah (Rostron in sod., 2015; Rumin in sod., 2015; Sitepu in sod., 2012). Prav 
tako so uspešno aplicirali barvilo v visokozmogljivi metodi določanja založnih lipidov 
v oleogenih in ne-oleogenih kvasovkah (Sitepu in sod., 2012; Rostron in sod., 2015).  
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2.5 POLIGENSKE LASTNOSTI IN LOKUS KVANTITATIVNE 
LASTNOSTI 
 
Večina dednih lastnosti, vključno s številnimi boleznimi pri ljudeh in biotehnološko 
zanimivimi lastnostmi kvasovk, je poligenskih oziroma kvantitativnih. Genetsko 
kartiranje lokusov kvantitativne lastnosti ali analiza QTL je metoda, ki omogoča 
odkrivanje lokusov, ki pojasnjujejo variabilnost neke lastnosti v preučevani populaciji. 
Pozicijo QTL na kromosomu lahko določimo preko njegove genetske povezave z 
molekulskim (DNA) označevalcem. Z dostopnostjo določitve celotnega zaporedja DNA 
genoma številnim organizmom so polimorfizmi posameznih nukleotidov (SNP; angl. 
Single Nucleotide Polimorfizm) in indeli (t.j. insercije in delecije) postali najpogosteje 
uporabljeni molekulski označevalci (Mackay in sod., 2009).  
 
Cilj analize QTL je odkriti genetske elemente oziroma polimorfizme, ki pripomorejo k 
fenotipski variabilnosti. Polimorfizmi lahko na merjeno lastnosti vplivajo zaradi 
spremembe funkcije proteina, učinkovitosti proteina ali spremembe nabora proteinov, s 
katerimi je dotičen protein v interakciji. Ti polimorfizmi se pojavljajo v kodirajoči regiji 
DNA in rezultirajo v alelnih variantah genov. Polimorfizmi v promotorju pa vplivajo na 
izražanje gena in tako na količino proteina. Poleg polimorfizmov v proteinskih genih so 
manj raziskani tudi učinki polimorfizmov genov za nekodirajoče RNA, ki imajo lahko 
pomembne regulatorne funkcije in s tem vpliv na kvantitativne lastnosti (Parker in sod., 
2018). Naključne polimorfizme, ki nimajo vpliva na dotično poligensko lastnost, ločimo 
od polimorfizmov v vzročnih lokusih na podlagi rekombinacij, ki se dogajajo med 
mejozo. Da lahko statistično dokažemo vzročen učinek lokusa, je potrebno veliko 
število rekombinacij, torej veliko število analiziranih in genotipiziranih potomcev 
oziroma osebkov, na podlagi katerih se frekvenca polimorfizmov v vzročnih lokusih 
značilno razlikuje od frekvence pri naključni razporeditvi polimorfizmov (slika 5) 
(Mackay in sod., 2009).   
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Statistična moč in tako verjetnost odkritja pravih vzročnih QTL je odvisna od števila 
analiziranih segregant. Z naraščajočim številom analiziranih segregant odkrivamo večje 
število vpletenih QTL, s katerimi lahko bolje pojasnimo variabilnost lastnosti (Bloom in 
sod., 2013). Z večanjem števila analiziranih potomcev in tako rekombinacij se velikost 
QTL tudi manjša, kar omogoča natančnejšo določitev dejanskih vzročnih 
polimorfizmov znotraj posameznega QTL za dotično poligensko lastnost (Mackay in 
sod., 2009). Vseeno se lahko širina QTL razteza do sto kilobaz, ki vključujejo precejšno 
število polimorfizmov (Bloom in sod., 2013; Ehrenreich in sod., 2010; Swinnen in sod., 
2012a).  
 
Z uveljavitvijo DNA mikromrež in z masovnim paralelnim določanjem celotnega 
zaporedja DNA genoma se je resolucija QTL znatno izboljšala. Poleg tega so se vpeljale 
metode, ki omogočajo ne le boljšo resolucijo, temveč tudi odkritje QTL z majhnim 
učinkom na fenotip. Metoda X-QTL (angl. eXtreme Quantitative Trait Loci mapping) 
(slika 6) omogoča analizo veliko večjega števila segregant, kot je bilo mogoče pred to 
metodo. Označevalec SGA (angl. Synthetic Genetic Array) (can1Δ:: STE2pr-Sp_HIS5 
lyp1Δ his3Δ1), ki ga vsebuje eden od starševskih sevov, omogoča masovno selekcijo 
segregant paritvenega tipa MATa na selekcijskih gojiščih (Tong in sod., 2001; Tong in 
Boone, 2006). Tako je pridobitev segregant bistveno hitrejša v primerjavi s 
konvencionalno disekcijo posameznih tetrad, ki je tudi tehnično zahtevnejša. Pri metodi 
X-QTL je populacija segregant z bolj izraženo lastnostjo in populacija naključno 
izbranih segregant, ki predstavljajo povprečno izraženo lastnost, genotipizirana vsaka 
posebej kot zbirek, kar znatno zmanjša količino in ceno dela. S tem pristopom so z 1 % 
nadzorom stopnje lažnih odkritij (FDR, angl. False Discovery Rate) našli lokuse z 1 do 
18, v povprečju pa z 10 kandidatnimi vzročnimi geni (Ehrenreich in sod., 2010; 2012). 
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Demogines in sod. (2008) so odkrili QTL z manjhnim vplivom na lastnost s fiksacijo 
lokusov z visokim doprinosom v populaciji segregant tako, da so v oba starševska seva 
vnesli inferioren alel lokusa z visokim doprinosom in nato izvedli analizo QTL. Kot 
zelo učinkovito pa se je izkazal pristop s starševskima sevoma z omejenim številom 
polimorfizmov. She in sod. (2018) so z uporabo starševskih sevov, kjer so si 
polimorfizmi sledili v povprečju na vsakih 1000 baz, sklopljeno z večkratnim 
zaporednim masovnim medsebojnim križanjem znotraj generacije segregant in velikim 
številom analiziranih posameznih segregant, uspeli širino QTL zožiti do posameznega 
nukleotida (She in Jarosz, 2018).  
 
Analiza QTL pa se lahko izvede tudi s povratnim križanjem (Bergman in sod., 2015; 
Demogines in sod., 2008; Linder in sod., 2016; Meijnen in sod., 2016). Pri tem so 
segregante z bolj izraženo lastnostjo ponovno križane z enim ali obema izvornima 
starševskima sevoma, kjer se z vsako generacijo v povprečju odstotek genoma 
nasprotnega starševskega seva razpolovi. Tako se z večkratnim povratnim križanjem 
njegov odstotek v segregantah zmanjša do te mere, da ostanejo v genomu segregant 
večinoma le polimorfizmi, ki imajo vpliv na želeno lastnost.  
 
Poleg polimorfizmov, ki dejansko vplivajo na dotično lastnost, se znotraj QTL nahajajo 
tudi polimorfizmi, ki so posledica genetske bližine z vzročnimi polimorfizmi. Zato je 
treba vzročnost polimorfizmov, bodisi na ravni večjega odseka DNA, gena ali 
posameznih nukleotidov, tudi preveriti. Pri kvasovkah je pogosto uporabljena 
obojestranska analiza hemizigotov (RHA; angl. Reciprocal Hemizygosity Analysis), 
kjer je učinek kandidatnih vzročnih genov preverjen v hemizigotnem sevu, pri čemer je 
izmenično vsak izmed alelov vzročnega gena izbrisan, tako da se preverja učinek le 
prisotnega alela (Deutschbauer in Davis, 2005; Sinha in sod., 2006; Steinmetz in sod., 
2002; Swinnen, Schaerlaekens, in sod., 2012). Vzročnost se lahko overi tudi z vplivom 
delecije ali prekomernega izražanje kandidatnega gena v vsakemu starševskemu sevu. 
Kot zlati standard pri kvasovkah pa se uveljavlja zamenjava kandidatnih alelov med 
starševskima sevoma ali celo, zaradi novih izjemno uspešnih tehnik molekularnega 
kloniranja kot je CRISPR-Cas9, sprememba v varianti posameznih nukleotidov (SNV; 
angl. Single Nukleotide Variant) (Deutschbauer in Davis, 2005; She in Jarosz, 2018; 
Sinha in sod., 2006; Swinnen in sod., 2012b; Wang in Kruglyak, 2014; Wilkening in 
sod., 2014).  
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2.6 KOPIČENJE ZALOŽNIH LIPIDOV KOT POLIGENSKA LASTNOST 
 
Kvasovke imajo širok razpon vsebnosti založnih lipidov (Sitepu in sod., 2012). Ti 
predstavljajo pri oleogenih kvasovkah preko 30 % suhe teže, pri najbolj ekstremnih, kot 
so Yerrowia lipolytica, Lipomyces starkeyi, Rhodosporidium toruloides in Rhodotorula 
glutinis pa celo do 70 % suhe teže (Ageitos in sod., 2011; Botham in Ratledge, 1979). 
Po drugi strani pa laboratorijski sevi S. cerevisiae vsebujejo le do 10 % suhe teže 
založnih lipidov (Sitepu in sod., 2012). Kljub temu je S. cerevisiae priljubljen 
organizem za preučevanje te poligenske lastnosti, saj so molekularni in genetski pristopi 
v tem organizmu dobro razviti.  
 
Ključni encimi, vpleteni v metabolizem lipidov, so že dobro poznani. Kljub temu pa 
regulatorni mehanizmi kopičenja založnih lipidov, TAG in SE, ostajajo nejasni. Cilj 
naše skupine je najti morebitne dodatne gene, ki pomembno vplivajo na kopičenje 
založnih lipidov. Na podlagi analize vsebnosti založnih lipidov sevov S. cerevisiae so 
ugotovili, da laboratorijski sev S288c v stacionarni fazi kopiči okoli 1,5 % suhe teže 
založnih lipidov, medtem ko je ta vsebnost pri sevu AWRI1631 4 %. Med sevoma 
obstaja skoraj 70.000 genetskih polimorfizmov (Borneman in sod., 2008). Da bi 
ugotovili, kateri pomembno pripomorejo k razliki kopičenja založnih lipidov teh dveh 
sevov, je naša skupina izvedla analizo QTL z metodo X-QTL. Odkrili so 8 QTL, znotraj 
katerih so na podlagi pozicije v QTL določili kandidatne vzročne gene, pri čemer so se 
osredotočili na tiste, ki imajo nesinonimne polimorfizme znotraj kodirajočih regij. Med 
kandidatnimi vzročnimi geni ni bilo nobenega gena s predhodno dokazano funkcijo v 
lipidnem metabolizmu. Kot primerne gene za nadaljnjo analizo so izbrali PIG1 s 
kromosoma 12 in RML2 s kromosoma 5, s kromosoma 14 pa so izbrali PHO23 in 
MKT1. Ti geni so bili izbrani kot primerni kandidatni vzročni geni na podlagi njihove 
regulatorne funkcije ali zaradi genetskih interakcij z geni metabolizma lipidov. Vse 
predvidene superiorne variante QTL so izhajale iz seva AWRI1631. 
 
 
2.6.1 Primerjava genomov starševskih sevov 
 
Sev S288c je heterotaličen, katerega 88 % genoma izvira z gnijoče fige izoliranega seva 
EM93 (Mortimer in Johnston, 1986). Sev AWRI1631 izhaja iz komercialnega vinskega 
seva N96 (Borneman in sod., 2008). Izvorno je homotaličen, vendar delecija gena za 
endonukleazo HO omogoča stabilen paritven tip. Med sevoma AWRI1631 in S288c na 
genomski ravni obstaja 68.290 polimorfizmov, od katerih jih je 57.463 SNV-jev, ostalo 
pa predstavljajo indeli. Tako si v povprečju polimorfizmi sledijo na vsakih 162 bp. Pri 
tem pa niti SNVji niti indeli niso enakomerno razporejeni po genomu, ampak obstajajo 
žarišča, kjer so le-ti bolj pogosti. Velikost indelov med sevoma variira od enega 
posamičnega baznega para do več kilobaz. Slednje v večini pripadajo razlikam v 
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vsebnosti retrotranspozona Ty. Od 52 elementov Ty, prisotnih v genomu seva S288c, 
jih v genomu seva AWRI1631 najdemo le 10. Po drugi strani pa genom seva 
AWRI1631 vsebuje en dodaten element Ty, ki ga ni v sevu S288c. Poleg tega 
AWRI1631 vsebuje 27 unikatnih ORF-ov (Borneman in sod., 2008). 
 
 
2.6.2 Kandidatni vzročni geni kopičenja založnih lipidov 
 
2.6.2.1 Gen MKT1 
 
MKT1 je pleiotropen gen in regulator globalne genske ekspresije. Vpliva na ekspresijo 
transporterjev glukoze, genov povezanih s stresom in genov povezanih s translacijo 
(Lewis in sod., 2014; Parreiras in sod., 2011; Zhu in sod., 2008). Na 
posttranskripcijskem nivoju, v odvisnosti od zaporedja 3’ UTR (angl. UnTranslated 
Region) mRNA tarčnih genov, uravnava mitohondrijske jedrne gene in izražanje 
endonukleaze HO (Fazlollahi in sod., 2014; Zhu in sod., 2008; Tadauchi in sod., 2004). 
Najden je bil kot del QTL ali kot vzročni gen številnih lastnosti: odpornost proti  
številnim spojinam, sposobnost razgradnje alternativnih virov ogljika, pojavnost petite 
kolonij, povečana incidenca mutacij, učinkovitost sporulacije, rast pri visoki temperaturi 
in izražanje nekaterih genov. Vse omenjene QTL analize so bile izvedene med sevom 
linije S288c in sevom, ki ne izhaja iz linije sevov S288c (Anderson in sod., 2010; 
Bloom in sod., 2013; Demogines in sod., 2008; Deutschbauer in Davis, 2005; Dimitrov 
in sod., 2009; Ehrenreich in sod., 2010; Gagneur in sod., 2013; Gou in sod., 2019; Sinha 
in sod., 2006; Swinnen in sod., 2012b; Zhu in sod., 2008). 
 
Pri alelih gena MKT1 večine sevov S. cerevisiae jih večina na proteinski ravni na 30. 
oziroma 453. mestu kodira aminokislini glicin in arginin, medtem ko alel sevov linije 
S288c (Y7092, BY4741, BY4742, …) na teh mestih kodira aspartat oziroma lizin 
(G30D, R453K) (Peter in sod., 2018). Alel MKT1 sevov S288c (MKT1S288c) je v večini 
lastnostih inferioren v primerjavi z drugimi aleli MKT1 (MKT1ne-S288c). Izjema so le tri 
lastnosti: hitrost rasti v eksponentni fazi rasti pri nizki koncentraciji glukoze, odpornost 
proti haloperidolu in odpornost proti rapamicinu, kjer je alel MKT1S288c superioren  
(Anderson in sod., 2010; Gagneur in sod., 2013; Wang in Kruglyak, 2014). Za 
incidenco mutacij, rast pri visoki temperaturi, pojavnost petite kolonij, za izražanje 
nekaterih genov in učinkovitost sporulacije je bilo pokazano, da je vzročna mutacija 
G30D (Gou in sod., 2019; Dimitrov in sod., 2009; Gupta in sod., 2015; Deutschbauer in 
Davis, 2005; Zhu in sod., 2008; Sinha in sod., 2006). V večini raziskav mutacija R453K 
ni bila proučevana. Izjemi sta učinkovitost sporulacije in rast pri visoki temperaturi, kjer 
je bilo pokazano, da je mutacija R453K nevtralna (Deutschbauer in Davis, 2005; Sinha 
in sod., 2006). Prav tako pa obstajajo indikacije, da je alel MKT1S288c neaktiven (Sinha 
in sod., 2006; Yang in sod., 2013; Gupta in sod., 2015; Swinnen in sod., 2012b). Alel 
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MKT1 seva AWRI1631, ki ne izhaja iz linije sevov S288c, se poleg omenjenih mutacij 
razlikuje od alela MKT1S288c še v enem polimorfizmu, ki tudi rezultira v zamenjavi 
aminokisline (preglednica 1). 
 
Preglednica 1: Primerjava alelov MKT1 sevov S288c in AWRI1631 
Table 1: Comparison of MKT1 alleles from the S288c and AWRI1631 strains 
 
 
 
 
 
 
 
2.6.2.2 Gen PHO23 
 
Protein Pho23 je del histon-deacetilaznega kompleksa Rpd3L, ki preko deacetilacije 
histonov uravnava izražanje genov. Tarčni geni katalitične domene Rpd3 so vpleteni v 
organizacijo citoplazme, mejozo, sporulacijo, sintezo proteinov, avtofagijo, odgovor na 
osmozni stres in biogenezo ribosomov, kjer gre bodisi za ribosomalne proteine, proteine 
vpletene v procesiranje ribosomalne RNA (rRNA) ali transkripcijo rRNA (Jin in sod., 
2014; Kurdistani in sod., 2002; Loewith in sod., 2001; De Nadal in sod., 2004). Ena 
izmed tarč histon deacetilaze Rpd3 pa je tudi gen INO1, ki vsebuje zapis za encim 
inozitol-3-fosfat sintazo, ki je ključen encim pri sintezi inozitola (Greenberg in sod., 
1982; Kurdistani in sod., 2002). Ta je prekurzor številnih membranskih fosfolipidov, 
njegovo pomankanje pa povzroči kopičenje založnih lipidov (Gaspar in sod., 2008, 
2011). Histon-deacetilaza Rpd3 pa vpliva tudi na acetilacijski status ne-histonskih 
proteinov (Kaluarachchi Duffy in sod., 2012). Pho23 je potreben za optimalno 
delovanje Rpd3 in njeno sidranje na tarčne promotorje (Loewith in sod., 2001; Wang in 
sod., 2011). 
 
V naši QTL študiji kopičenja založnih lipidov je bil gen PHO23 del istega QTL kot gen 
MKT1. Med aleloma PHO23 sevov S288c in AWRI1631 obstajata dva polimorfizma, 
C94T in G572A, pri čemer pa je le slednji ne-sinonimen (preglednica 2). 
 
Preglednica 2: Primerjava  alelov PHO23 sevov S288c in AWRI1631 
Table 2: Comparison of PHO23 alleles from the S288c and AWRI1631 strains 
Sprememba nukleotida 
S288c->AWRI1631 
Sprememba aminokisline 
S288c->AWRI1631 
C94T L32L 
G572A S191N 
  
  
Sprememba nukleotida 
S288c->AWRI1631 
Sprememba aminokisline 
S288c->AWRI1631 
A89G D30G 
A1358G K453R 
G1846A V185I 
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2.6.2.3 Gen PIG1 
 
Gys2 je glavna glikogen-sintaza v kvasovkah. Njena aktivnost je uravnavana s 
fosforilacijo, pri čemer jo fosfataza tipa 1 defosforilira in aktivira. Katalitična podenota 
fosfataze tipa 1 je Glc7, regulatorna podenota pa Gac1, katere paralog je Pig1. Pig1 in 
Gac1 sta v 38 % aminokislin identična. Delecija PIG1 nima vpliva na sintezo glikogena, 
medtem ko družna delecija PIG1 in GAC1 rezultira v nižji sintezi glikogena kot le 
delecija GAC1, kar nakazuje na genetsko interakcijo. Kljub temu, da za Pig1 ni 
dokazane fizične interakcije z Glc7, kot je dokazana med Glc7 in Gac1, lahko na 
podlagi genetske interakcije sklepamo, da sta gena Pig1 in Gac1 funkcijsko povezana 
(Cheng in sod., 1997). Na podlagi tega in dejstva, da je bila dokazana fizična interakcija 
Gys2 ne le z obema podenotama fosfataze, Glc7 (Gavin in sod., 2006; Ho in sod., 2002) 
in Gac1 (Wu in sod., 2001), temveč tudi s Pig1, je bilo predlagano, da je tudi Pig1 
regulatorna podenota fosfataze tipa 1, ki omogoča interakcijo med Glc7 in Gsy2 (Cheng 
in sod., 1997). Temu v prid govori tudi dejstvo, da Gac1 in Pig1 vsebujeta GVNK 
motiv, ki je bil najden pri človeški regulatorni podenoti fosfataze 1.  
 
Med aleloma gena PIG1 sevov S288c in AWRI1631 obstajajo številni polimorfizmi, ki 
so prikazani v preglednici 3. Ta alela sta si v primerjavi z aleli ostalih kandidatnih 
genov tudi najbolj raznolika. 
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Preglednica 3: Primerjava alelov PIG1 sevov S288c in AWRI1631 
Table 3: Comparison of PHO23 alleles from the S288c and AWRI1631 strains 
Sprememba nukleotida 
S288c-> AWRI1631 
Sprememba aminokisline 
S288c->AWRI1631 
G264A L88L 
A533G Y178C 
G551A G184E 
G555A L185L 
T750C D250D 
C756T H252H 
A868G T290A 
G1075A G359R 
T1114C E372K 
C1237T S412P 
C1311T S444S 
A1404G A468A 
A1443G  P481P 
T1503C D501D 
C1520T S507 L 
C1528G Q510E 
G1673A R558K 
A1675C K559Q 
T1707C C569C 
G1735C A579P 
C1814A T605N 
C1883T T628I 
C 1908A  H636Q 
 
 
2.6.2.4 Gen RML2 
 
Gen RML2 kodira komponento velike podenote mitohondrijskih ribosomov. Njegova 
delecija povzroči formacijo petite kolonij in irreverzibilno onemogoči respiracijo, saj 
ostanejo celice brez mtDNA (Pan in Mason, 1997; Zhang in Singh, 2014). Protein pa 
ima najverjetneje tudi vlogo, ki ni povezana z mitohondriji in respiracijo, saj so ga 
locirali tudi v jedru (Huh in sod., 2003). Prav tako obstajajo indici, da vpliva na 
aktivnost Adr1, transkripcijskega aktivatorja genov alkoholne dehidrogenaze (Adh2), 
genov vpletenih v presnovo glicerola in etanola ter β-oksidacijo maščobnih kislin 
(Hagerman in Trotter, 2001). 
 
RML2 je v genetski interakciji s številnimi geni, vpletenimi v metabolizem lipidov, 
vključno z Opi1 (Costanzo in sod., 2010). Ta je poleg Rpd3 negativni regulator INO1. 
Obstajajo štirje polimorfizmi med aleloma RML2 sevov S288c in AWRI1631, pri čemer 
le en polimorfizem povzroči spremembo aminokisline (preglednica 4). Vsi 
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polimorfizmi pa so izven območja aminokislinskega zaporedja 336V–342D, ki je nujen 
za funkcijo Rml2, povezano z respiracijo (Pan in Mason, 1997). 
 
Preglednica 4: Primerjava alelov RML2 sevov S288c in AWRI1631 
Table 4: Comparison of RML2 alleles from the S288c and AWRI1631 strains 
Sprememba nukleotida 
S288c->AWRI1631 
Sprememba aminokisline 
S288c->AWRI1631 
C74T P25L 
G690A L230L 
C705G T235T 
T795C F265F 
 
Med izbranimi kandidatnimi geni obstajajo številne povezave. Tako je morda PIG1 
funkcijsko povezan s kandidatnima genoma RML2 in PHO23, saj sta le-ta v genetski 
interakciji z GLC7 (Logan in sod., 2008). Prav tako obstajajo genetske interakcije med 
genom MKT1 in geni kompleksa Rpd3L (SIN3) in veliko podenoto mitohondrijskih 
ribosomov (MRPL6, MRPL17, MRPL40) (Costanzo in sod., 2016). Med RML2 in 
PHO23 pa poleg povezave preko uravnavanja INO1 obstaja tudi genetska interakcija 
(Costanzo in sod., 2010). 
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3 METODE IN MATERIALI 
 
3.1 MATERIALI 
 
3.1.1 Sevi 
 
Sevi linije S288c: 
BY4741: MATa his3Δ leu2Δ ura3Δ met15Δ 
BY4741 pex3Δ: MATa his3Δ leu2Δ ura3Δ met15Δ pex3Δ:: KanMX 
BY4741 mdm10Δ: MATa his3Δ leu2Δ ura3Δ met15Δ mdm10Δ:: KanMX  
BY4741 mdm12Δ: MATa his3Δ leu2Δ ura3Δ met15Δ mdm12Δ:: KanMX  
BY4741 mdm34Δ: MATa his3Δ leu2Δ ura3Δ met15Δ mdm34Δ:: KanMX 
BY4741 mmm1Δ: MATa his3Δ leu2Δ ura3Δ met15Δ mmm1Δ:: KanMX 
BY4742: MATα his3Δ leu2Δ ura3Δ lys2Δ 
BY4742 pex11Δ: MATα his3Δ leu2Δ ura3Δ lys2Δ pex11Δ:: NatMX 
Y7092: MATα; can1Δ:: STE2pr-Sp_his5 lyp1Δ his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 met15Δ0;  
 
Seva BY4741 in BY4742 sta kongena seva, razlikujeta se v paritvenem tipu in 
avksotrofnem označevalcu. Sev Y7092 izhaja iz seva BY4742. 
 
Sevi AWRI: 
AWRI1631: MATa hoΔ; avstralski vinski sev, izvira iz južnoafriškega 
komercialnega diploidnega seva N96 (Borneman in sod., 2008) 
AWRI1631: MATa hoΔ his3Δ:: NatMX 
AWRI1633: MATα hoΔ 
 
Seva AWRI1631 in AWRI1633 sta kongena seva, ki se razlikujeta v paritvenem tipu. 
 
NMY51: MATa his3∆200 trp1-901 leu2-3 112 ade2 LYS2::(lexAop)4-HIS3 
ura3::(lexAop)8-lacZ ade2::(lexAop)8-ADE2 GAL4; reporterski sev za metodo 
membranski dvo-hibridni sistem kvasovke 
 
RM11_1A: MATa leu2Δ0 ura3Δ0 hoΔ:KanMX (Brem in sod., 2002) 
 
SK1: MATα hoΔ::LYS2 ura3Δ lys2Δ (Schacherer in sod., 2007) 
 
Pex14-GFP (sev ATCC 201388): MATa his3D1 leu2D0 met15D0 ura3D0 PEX14-GFP 
pex11Δ Pex14-GFP (sev ATCC 201388): pex11Δ::KanMX MATa his3D1 leu2D0 
met15D0 ura3D0 PEX14-GFP 
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3.1.2 Gojišča 
 
- YPD (1 L): 10 g kvasnega ekstrakta, 20 g peptona, 20 g glukoze, v primeru plošč 20 g 
agarja 
 
- YPGal (1 L): 10 g kvasnega ekstrakta, 20 g peptona, dH2O do 950 mL, 50 mL 40 % 
(m/v) filter sterilizirane galaktoze (< 0,01 % primesi glukoze) dodane po avtoklaviranju 
 
- SD (-AA) (1 L): 6,7 g YNB (angl. Yeast Nitrogen Base) z amonijevim sulfatom brez 
aminokislin, 0,67 g CSM (angl. Complete Suplemental Mixture) brez ustreznih 
aminokislin, 20 g glukoze, v primeru plošč 20 g agarja 
 
- Laktatno gojišče (YPLac) (1 L): 3 g kvasnega ekstrakta, 10 g peptona, 0,5 g glukoze, 
0,5 g KCl x 2 H2O, 0,5 g NaCl, 0,6 g MgCl2 x 6 H20, 1 g KH2PO4, 1 g NH4Cl, 22 mL 
mlečne kisline, pH prilagojen na 5,5 z NaOH, v primeru plošč 20 g agarja 
 
- YP z alternativnim virom ogljika (maltoza, rafinoza, fruktoza) (1L): 10 g kvasnega 
ekstrakta, 20 g peptona, 20 g alternativnega vira ogljika, v primeru plošč 20 g agarja 
 
- YP z glicerolom (1 L): 10 g kvasnega ekstrakta, 20 g peptona, 4 % (v/v) glicerola, v 
primeru plošč 20 g agarja 
 
- YPD z etanolom (1 L): YPD s sestavinami raztopljenimi v ustrezno manjšem volumnu 
vode zaradi dodatka etanola po avtoklaviranju. Ko se avtoklavirano gojišče dodobra 
shladi, je dodan 100-% etanol do želene koncentracije (7,5 % in 10 %). 
 
- YP z etanolom (1 L): 10 g kvasnega ekstrakta in 20 g peptona, raztopljena v ustrezno 
manjšem volumnu vode zaradi dodatka etanola po avtoklaviranju. Ko se avtoklavirano 
gojišče dodobra shladi, je dodan 100-% etanol do želene koncentracije (5 % in 7,5 %). 
 
- YPD z 1–8 mg/mL kofeina, dodanega po avtoklaviranju 
 
- YPD z 0,4–1,25 µg/mL rapamicina, dodanega po avtoklaviranju 
 
- YPD s 100 ng/mL 4-nitroquinolina (4-NQO), dodanega po avtoklaviranju 
 
- Sporulacijsko gojišče SPO++: 0,5 g kvasni ekstrakt, 3 g kalijev acetat – dopolnjeno do 
200 mL dH2O. Po avtoklaviranju dodane 1,25 mL 40-% glukoze in 20 mL 10-kratne 
mešanice aminokislin (po 40 mg adenin hemisulfata, uracila, tirozina; po 20 mg 
histidina, levcinalizina, triptofana, metionina, arginina; 100 mg fenilalanina; 25 mg 
treonina; do 100 mL ultra čiste vode Milli-Q (MQ), avtoklavirano). 
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- YPA (1 L): 10 g kvasnega ekstrakta, 20 g peptona, 20 g K-acetata 
 
- HS gojišče (1 L): 6,7 g YNB brez aminokislin z amonijevim sulfatom, 20 g glukoze, 
2g »drop-out« mešanice aminokislin (3 g adenina; po 2 g alanina, asparagina, aspartata, 
cisteina, glutamina, glutaminske kisline, glicina, inozitola, uracila, valina, izolevcina, 
metionina, fenilalanina, serina, prolina, treonina, triptofana, tirozina; 10 g levcina), 50 
mg/L L-kanavanina, 50 mg/mL S-AEC, 20 g agarja 
 
- Minimalno gojišče za visokozmogljivo določanje založnih lipidov (1 L): 6,7 g/L YNB 
brez aminokislin z amonijevim sulfatom, 2 % glukoza, 2 g/L mešanice aminokislin (3 g 
adenina, 10 g levcina, po 2 g alanina, asparagina, aspartata, cisteina, glutamina, 
glutamata, glicina, inozitola, izolevcina, metionina, fenilalanina, prolina, serina, 
treonina, triptofana, tirozina, uracila, valina) dodane po avtoklaviranju, 8 mg/L 
inozitola, dodanega po avtoklaviranju, 20 mM MES, dodan po avtoklaviranju. 
 
- SD + 5-bromo-4-kloro-3-indoil-β-D-galaktopiranozid (X-Gal): Po avtoklavitranju 
gojišču SD (-trp, -lev, -ade, -his) z agarjem dodana ena desetina volumna filter 
sterilizirane raztopine natrijevega fosfata (493 mM Na2HPO4 + 250 mM NaH2PO4) in 
raztopine X-Gal do končne koncentracije 80 μg/mL.  
 
- LB (1 L): 10 g hidrolizat kazeina, 5 g kvasnega ekstrakta, 10 g NaCl, pH 7,0; v 
primeru plošč 20 g agarja 
 
- S.O.C (1 L): 20 g triptona, 5 g kvasnega ekstrakta, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM 
MgCl2, 10 mM MgSO4, 20 mM glukoze 
 
- Končne koncentracije antibiotikov v gojišču: 0,5 mg/mL geneticina, 0,1 mg/mL 
nourseotricina, 0,1 mg/mL ampicilina, 0,1 mg/mL kanamicina. 
 
- Standardni pogoji rasti: 30°C, v primeru tekočih kultur stresanje pri 220 obratih na 
minuto v 5 mL gojišča v epruveti ali v 10 mL gojišča v erlenmajerici. 
 
 
3.2 KLASIČNE MIKROBIOLOŠKE TEKNIKE 
 
3.2.1 Transformacija bakterij Escherichia coli 
 
Za transformacijo smo uporabili celice E. coli DH5α. Alikvot 50 µL kompetentnih celic 
smo odtalili na ledu in transformirali z največ 5 µL plazmida (ali mešanice vključek in 
lineariziran plazmid). Po 30 minutah inkubacije na ledu smo izvedli toplotni šok (42°C, 
30 s), nato pa smo celice inkubirali 2 minuti na ledu. Da so si celice opomogle od 
toplotnega šoka, smo jim dodali 250 µL predogretega gojišča LB (S.O.C v primeru 
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reakcije po Gibsonu) in jih gojili s stresanjem pri 37°C, 1 uro. Potem smo jih razmazali 
na plošče LB z ustreznim antibiotikom in inkubirali preko noči pri 37°C. 
 
 
3.2.2 Transformacija kvasovk S. cerevisiae 
 
Kvasovke smo gojili pri 30°C s stresanjem (220 rpm) v gojišču YPD. Prekonočno 
kulturo smo redčili do OD 0,1 in gojili 2–3 cikle do OD 0,5. Celice smo sprali z vodo in 
0,1 M Li-acetatom ter jih na koncu resuspendirali v 200 µL 0,1 M Li-acetata in po 
potrebi alikvotirali. Ko smo odstranili Li-acetat, smo peletu celic dodali 
transformacijsko mešanico (240 µL polietilen glukola (PEG) 3350, 36 µL 1 M Li-
acetat, 50 µL 2 mg/mL enoverižne DNA, do 34 µL transformirajoče DNA, dH2O do 
celokupno 360 µL). Enoverižno DNA smo pred dodajanjem k transformacijski mešanici 
greli pri 100°C, 2 minuti. V primeru transformacije s plazmidom, smo dodali k 
transformacijski mešanici 200 ng plazmida, medtem ko smo v primeru transformacije s 
produktom verižne rakcije s polimerazo (PCR; angl. Polymerase Chain Reaction), 
dodali produkta PCR maksimalen volumen, 34 µL. Celice s transformacijsko mešanico 
smo najprej gojili 30 min pri 30°C in nato 30 min pri 42°C. Po končani inkubaciji smo 
jih 2-krat sprali z vodo. Ko smo uporabljali avksotrofne selekcijske označevalce, smo 
celice takoj razmazali na selekcijsko gojišče. Ko pa smo uporabili antibiotične 
označevalce smo celicam dodali 1 mL gojišča YPD in jih dodatno inkubirali pri 30°C 2 
uri, da so si opomogle. Nato smo jih sprali z vodo in razmazali na selekcijsko gojišče z 
antibiotikom.  
 
V primeru manipulacije celic z metodo CRISPR-Cas9 smo kvasovke najprej 
transformirali s plazmidom, ki vsebuje zapis za Cas9. Posamezne kolonije s Cas9 smo 
nato transformirali z 200 ng plazmida z ustrezno gRNA in vsaj 4 µg transformirajoče 
DNA. Končno inkubacijo v YPD, namenjeno okrevanju celic, smo podaljšali na 4 ure. 
 
 
3.2.3 Določitev hitrosti rasti kvasovk S. cerevisiae   
 
Prekonočne kulture v gojišču YPD smo redčili do OD 0,1 in gojili pri 30°C ter 220 rpm 
do stacionarne faze. Vsakih 90 do 120 min smo odvzeli vzorec kulture in 
spektofotometrično preverili optično gostoto pri valovni dolžini svetlobe 600 nm 
(OD600). Naklon smo izračunali na podlagi dveh časovnih točk v logaritemski fazi rasti. 
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3.2.4 Kvalitativna sporulacija in disekcija tetrad 
 
Diploiden sev smo gojili v gojišču YPD preko noči (30°C, 220 rpm) do stacionarne faze 
rasti. Nato smo gojili celice vsaj en dan v predsporulacijskem gojišču YPA (30°C, 220 
rpm), s čimer smo povečali učinkovitost sporulacije. Nazadnje smo gojili celice v 
gojišču SPO++ na 22°C (60 rpm), dokler nismo dosegli želene stopnje sporulacije. Med 
vsako menjavo gojišča smo celice dvakrat sprali s sterilno vodo.  
 
Ko smo želeli pridobiti segreganto z določenim genotipom, smo tetrade ločili z uporabo 
mikroskopa z mikromanipulatorjem, ki omogoča disekcijo tetrad. Pri tem je bilo 
zaželeno, da je stopnja sporulacije vsaj 50 %. 50 µL spor smo tretirali s 300 U litikaze, 
30 min na sobni temperaturi. Primerno redčene suspenzije spor, tretirane z litikazo, smo 
nanesli po sredini in vzdolž celotne plošče YPD. Ko se je le-ta posušila, smo na liniji 
spor našli popolno tetrado, ki smo jo z iglo pobrali in prenesli na čisto območje plošče. 
Tam smo jo z iglo razdrli in posamezne segregante razporedili po plošči eno pod drugo 
v razmaku približno pol centimetra. Tako smo razdrli vsaj 10 spor. Ko so iz posameznih 
segregant zrasle kolonije (2 dni, 30°C), smo izbrali segreganto s želenim genotipom. 
 
 
3.3 METODE MOLEKULSKEGA KLONIRANJA 
 
Vse restrikcije so bile narejene z encimi  »Fast Digest« proizvajalca Thermo Fisher 
Scientific po navodilih proizvajalca. 
 
Izolacijo plazmidne DNA iz bakterij E. coli DH5α smo izvedli s kompletom Qiagen 
Spin Miniprep Kit ali kompletom Monarch Plasmid Miniprep Kit (New England 
Biolabs) po navodilih proizvajalca. 
 
Ločevanje pomnožkov DNA na 1-% agaroznem gelu je potekalo pri 90 V 30–40 min. 
Gel smo barvali z barvilom »SYBR safe« in pomnožke vizualizirali s pomočjo UV 
svetlobe. 
 
 
3.3.1 Pomnoževanje DNA z verižno reakcijo s polimerazo 
 
Izvajali smo dva tipa pomnoževanja DNA s PCR. V prvem primeru smo pomnoževali 
DNA, ki smo jo potrebovali za nadaljnje delo molekulskega kloniranja (konstrukcija 
plazmidov, manipulacija genoma kvasovk, itd.) s polimerazo »hot start« Q5 (New 
England Biolabs) s 3' proti 5' eksonukleazno aktivnostjo. V drugem primeru smo 
izvajali kontrolni PCR, ki je služil kot kontrola uspešnosti manipulacije genoma 
kvasovk ali plazmidov, za določanje paritvenega tipa in določanje variante alela. V tem 
primeru smo uporabili polimerazo Taq (Thermo Fisher Scientific). V obeh tipih reakcij 
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PCR smo sestavili reakcijsko mešanico in izvedli ciklizacijo po navodilih proizvajalca 
polimeraze. 
 
 
3.3.2 Sestavljanje plazmidov po Gibsonu 
 
Pri sestavljanju plazmidov po Gibsonu smo uporabili dve reakcijski mešanici:  
 
- reakcijsko mešanico I: 3 mL 1 M Tris-HCl (pH 7,5), 300 μL 1 M MgCl2, 60 μL 100 
mM dGTP, 60 μL 100 mM dATP, 60 μL 100 mM dTTP, 60 μL 100 mM dCTP, 300 μL 
1 M DTT, 1,5 g PEG-8000, 300 μL 100 mM NAD, MQ do 6 mL 
 
- reakcijsko mešanico II: 320 μL reakcijske mešanice I, 0,64 μL 10 U/μL T5 
eksonukleaze (Biozym), 20 μL 2 U/μL Phusion DNA Polimeraze (New England 
Biolabs), 0,16 μL 40 U/μL Taq DNA ligaze (New England Biolabs), 860 μL MQ. 
Reakcijsko mešanico II smo alikvotirali (15 μL) in spravili na -20°C do nadaljnje 
uporabe. 
 
V 15 μL alikvota reakcijske mešanice II smo dodali 5 μL mešanice vključka in 
lineariziranega plazmida z vsaj 35 bp prekrivajočih identičnih regij v razmerju 7:1. 
Reakcijo smo izvajali pri 50°C eno uro. Nato smo 5 μL reakcije transformirali v 
bakterije. Po izolaciji plazmidne DNA iz posamezne kolonije bakterij smo izvedli 
restrikcijo plazmida. Na podlagi velikosti pomnožkov smo sklepali o uspešnosti 
sestavljanja plazmidov. Plazmide, ki so se uspešno sestavili, smo dodatno preverili z 
določanjem zaporedje DNA celotnega genoma po Sangerju. 
 
 
3.3.3 Izrez KanMX4 z rekombinazo Cre 
 
Kaseta KanMX4 (Prein in sod., 2000) vsebuje na vsaki strani loxP mesta, ki jih 
prepozna rekombinaza Cre, ki izreže KanMX4. V ta namen smo seve transforirali s 
plazmidom pSH47 z URA3 ali NatMX selekcijskim označevalcem, odvisno od 
uporabljenega seva. Plazmid vsebuje zapis za rekombinazo Cre pod kontrolo z 
galaktozo inducibilnega promotorja. Sev s plazmidom smo gojili v gojišču YPGal brez 
selekcije, tako da smo hkrati inducirali izražanje rekombinaze in izvedli izgubo 
plazmida. Po 24 urah gojenja pri 30°C in 220 rpm smo kulturo razmazali do 
posameznih kolonij na plošče YPD brez selekcije. Po dveh dneh gojenja pri 30°C smo 
kolonije preko žameta odtisnili na selektivna gojišča YPD z geneticinom in YPD z 
nourseotricinom ali SD (-Ura). Kolonije, ki niso rasle na selektivnih gojiščih, so 
izgubile zapis za KanMX4 in plazmid z rekombinazo Cre (Bhutada in sod., 2017; 
Güldener in sod., 1996).  
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3.3.4 Priprava mutant s homologno rekombinacijo v kvasovki 
 
Vključitev produkta PCR v genom kvasovke s homologno rekombinacijo smo dosegli z 
uporabo začetnih oligonukleotidov, ki so imela na 5' in 3' koncih 45 bp dolgi zaporedji, 
identični tarčnemu zaporedju na genomu. Če je bilo potrebno, smo z dodatno PCR 
reakcijo identični zaporedji na 5' in 3' koncih produkta PCR podaljšali na 90 bp. 
 
Delecije genov HXK2 in RLF2 od kodona start do kodona stop v sevih S288c (BY4741 
in BY4742) smo dosegli s homologno rekombinacijo treh pomnožkov v kvasovki. 
Pomnožki so na 5' in 3' koncih bili med seboj in s tarčnim zaporednjem na genomu 
identični, kar je omogočalo sestavo celotnega zaporedja v kvasovki in njegovo 
vključitev v genom. Z začetnima oligonukleotidoma KanB in NatC smo pomnožili 
kaseto KanMX ali NatMX (preglednica 5). Z začetnim oligonukleotidom j_KanMX_R v 
kombinaciji z A-oligonukleotidi in j_KanMX_F v kombinaciji z D-oligonukleotidi pa 
smo pomnožili 5' konec selekcijskega označevalca z identično regijo navzgor od 
želenega ORF in 3' konec selekcijskega označevalca z identično regijo navzdol od 
želenega ORF. Tako smo ustvarili mutante BY4741 hxk2Δ, BY4741 rlf2Δ, BY4741 
hxk2Δ rlf2Δ, BY4742 pex11Δ hxk2Δ, BY4742 pex11Δ rlf2 Δ 
 
Preglednica 5: Začetni oligonukleotidi, uporabljeni za delecijo RLF2 in HXK2 
Table 5: Primers used for RLF2 and HXK2 deletions 
Začetni oligonukleotid Zaporedje 
RLF2-A TTTGATACAGAAGAAGGGAGTTTTG 
RLF2-D GCTCTTCTGGTCTCTTCTTCTCTTT 
HXK2-A CATTCGTACGGTACTTTCTCTGTTT 
HXK2-D TACGCAAGCTATCTAGAGGAAGTGT 
KanB TCTGCAGCGAGGAGCCGTAA 
NatC AATCGTATGTGAATGCTGGT 
j_KanMX_R GGCGTGGGGACAATTCAA 
 
Da bi preverili kolokalizacijo kompleksa ERMES in peroksisomov, smo C-konec 
proteina Mdm34 označili z mCherry. Kolokalizacijo smo preverjali v sevu divjega tipa 
Pex14-GFP (Huh in sod., 2003) in v mutanti pex11Δ:: KanMX4 Pex14-GFP. Kaseto 
mCherry-CaURA3 smo pomnožili s plazmidom pFa6a-link-mCherry-CaURA3 z 
oligonukleotidnim parom MDM34-ChgDNK_F/MDM34-ChgDNK_R, medtem ko smo 
KanMX4 za delecijo PEX11 pomnožili s parom začetnih oligonukleotidov 
PEX11_del_F/PEX11_del_R (preglednica 6). Oba označevalca smo transformirali v 
genom seva Pex14-GFP. 
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Preglednica 6: Začetni oligonukleotidi, uporabljeni pri konstrukciji mutant za preverjanje kolokalizacije 
kompleksa ERMES in peroksisomov 
Table 6: Primers used to construct mutants used in co-localization of ERMES and peroxisome 
experiments 
Začetni oligonukleotid  Zaporedje 
PEX11_del_F CCATCTACTACTTCAAAGACTTCATCAAGTAATAGTATAATCA
ATgcggccgccagggg 
PEX11_del_R CATAAGCGGAGAATAGCCAAATAAAAAAAAAAGATGAAAAG
AAAGcacctttagacatgatggg 
MDM34-ChgDNK_F AATAACTGGAAATGGGGCATGGAGGATAGCCCCCCACCATAT
CATggtgacggtgctggttta 
MDM34-ChgDNK _R AGAGTATGTATTTGTGTAGTTATGTACTTAGATATGTAACTTA
ATgatatcatcgatgaattcg 
 
Za povratno križanje smo ustvarili starševske seve AWRI1633 his3Δ:: NatMX, 
AWRI1633 his3Δ:: KanMX4; S288c (BY4742) his3Δ:: NatMX in S288c (BY4742)  
his3Δ:: KanMX4. S pomočjo začetnih oligonukleotidov his3NAT in his3KanMX smo 
na mesto HIS3 vstavili KanMX4 ali NatMX (preglednica 7).  
 
Preglednica 7: Začetni oligonukleotidi, uporabljeni pri konstrukciji starševskih sevov za povratno križanje 
Table 7: Primers used to construct parental strains for back-crossing 
Oligonukleotidni par Zaporedje 
his3NAT smerni CTTCGAAGAATATACTAAAAAATGAGCAGGCAAGATAA
ACGAAGGCAAAGacatggaggcccagaatacc 
 protismerni TATACACATGTATATATATCGTATGCTGCAGCTTTAAAT
AATCGGTGTCAcagtatagcgaccagcattcac 
his3KanMX smerni CTTCGAAGAATATACTAAAAAATGAGCAGGCAAGATAA
ACGAAGGCAAAGgcggccgccagggg 
 protismerni TATACACATGTATATATATCGTATGCTGCAGCTTTAAAT
AATCGGTGTCAcacctttagacatgatggg 
 
Enojne delecije genov MKT1, PIG1, RML2 in PHO23 v sevih S288c (BY4741) in 
AWRI1631 od kodona start do kodona stop smo dosegli tako, da smo na mesto ORF 
vstavili kaseto KanMX4. Pri tem smo uporabili začetne oligonukleotide v preglednici 8. 
Kaseto KanMX4 smo na koncu tudi izrezali iz genoma z rekombinazo Cre. Tako smo 
ustvarili mutante orfΔ(+term). 
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Preglednica 8: Začetni oligonukleotidi, uporabljeni pri konstrukciji enojnih delecijskih mutant mkt1Δ, 
pig1Δ, rml2Δ in pho23Δ 
Table 8: Primers to construct single mkt1Δ, pig1Δ, rml2Δ and pho23Δ deletion mutants  
Oligonukleotidni par Zaporedje 
MKT1_del_fwd   smerni AACTATAAAGTACTAAAGGCAGAAAAATTAATA
GCAAATTAAGCGgcggccgccagggg 
MKT1_del_rev   protismerni CTTTTTAAATAGTTCCACTATTTCCATCATACTCA
TTCTCACGCTcacctttagacatgatggg 
PHO23_del_fwd   smerni AGTATCACAAACAGCAACCACGTTCATAGTCTGA
AATACGTACAAgcggccgccagggg 
PHO23_del_rev  protismerni ATTTAGTAGATATTTCCTTAAGGCGATATTCGCCC
GAGAGCTATTcacctttagacatgatggg 
PIG1_del_fwd  smerni TGACGCTTGTTATAAGGTCAATAATTTTACTCTTT
GTTTTTACAAgcggccgccagggg 
PIG1_del_rev   protismerni CTCTTCATTCCAAGGATTTTGTTATTATTGTAATA
TGGGCGATGGcacctttagacatgatggg 
RML2_del_fwd   smerni TAGTCCAGAAATACGCAGAGAAGATAATTTAAGT
GTTTATGAAAGgcggccgccagggg 
RML2_D_rev   protismerni AGAAAAGGTCCCTATGTTGCTTCTTTTCTACTAAA
ATTAGCCTATcacctttagacatgatggg 
UP_ RML2_del_F  smerni AAACTGAAAGCGAGTTCTAACTAAGCAAAAGAG
AACGTTGTAAACtagtccagaaatacgcagag 
DN_ RML2_D_R  protismerni CTGTGCAAAATTATATAGTACAGATAAATGTAAC
CAGAACAACGAagaaaaggtccctatgttgc 
 
Pri zamenjavi alelov MKT1, PIG1, RML2 in PHO23 med sevoma AWRI1631 in S288c 
(BY4741)  smo v enem sevu s KanMX4 izbrisali ORF od kodona start z vključno 400 
bp terminatorske regije s smernim delecijskim oligonukleotidom in protismernim A-
oligonukleotidom (preglednica 9). KanMX4 smo izrezali iz genoma z rekombinazo Cre. 
Tako smo ustvarili delecijske mutante orfΔ(-term). V drugem sevu smo KanMX4 
vstavili za želen ORF v terminatorsko regijo z uporabo smernih in protismernih 
oligonukleotidov A. Kaseto ORF-KanMX4 smo pomnožili z začetnim oligonukleotidom 
B in protismernimi začetnim oligonukleotidom A in jo transformirali v delecijske 
mutante orfΔ(-term) ter KanMX4 izrezali z rekombinazo Cre. 
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Preglednica 9: Začetni oligonukleotidi, uporabljeni za zamenjavo alelov med sevoma AWRI1631 in 
S288c 
Table 9: Primers used for allele swaps between AWRI1631 and S288c strains 
Tip Začetni oligonukleotid  Zaporedje 
A PIG1_a_F_term smerni TAAATTCAGTGGGGGATTTTCGTTCTTTAT
TGGTGCAAATAACGAgcggccgccagggg 
A PIG1_a_R_term protismerni CTAAAGATGGTGTTAACATGTTAAAAAAA
CTTCGATTGTTAAGAGcacctttagacatgatggg 
B PIG1_NOV_b_fwd smerni TTCTTTGACGCTTGTTATAAGGTCAATAAT
TTTACTCTTTGTTTTTACAA 
A PHO23_NOV_a_F_term smerni AGTCTAATCGCCGTACAGTGGGTGGTGTG
GCTAATCGCTTAGGCTgcggccgccagggg 
A PHO23_a_R_term protismerni CCAGGCAGAGACATGGCGCAGGGGCGAG
GCCAGGGGCAAAGGGGTcacctttagacatgatggg 
B PHO23_NOV_b_fwd  smerni CTTGCAGTATCACAAACAGCAACCACGTT
CATAGTCTGAAATACGTACAA 
A RML2_a_F_term smerni GCAAATTTGGACCGATATGATTTGAGGTT
GTATGATAAGAAGTGCgcggccgccagggg 
A RML2_a_R_term protismerni AGAAGACGATGTTATATTCTGAAGTTTCA
GGCAGAACAAGACCCTcacctttagacatgatggg 
B RML2_NOV_b_fwd  smerni TAGTCCAGAAATACGCAGAGAAGATAATT
TAAGTGTTTATGAAAG 
A MKT1_a_F_term smerni AAACAGAAACTAAGTCACTGTTTCTTTAT
ATGACATATTCTATTAgcggccgccagggg 
A MKT1_a_R_term protismerni CCTTTTCTTCTCTGCCGGAATTTCATAAAA
TTTTTACTGTTCAGCcacctttagacatgatggg 
B  MKT1_NOV_b_fwd  smerni AACTATAAAGTACTAAAGGCAGAAAAATT
AATAGCAAATTAAGCGATGGC 
 
Zamenjavo alela RML2 med AWRI1631 in S288c (BY4741) smo dosegli tudi s 
križanjem kongenih sevov nasprotnih paritvenih tipov in selekcijo primernih segregant. 
V sevu S288c (BY4742) smo endogen RML2 izbrisali in zamenjali z RML2AWRI, kot je 
opisano zgoraj, s čimer je sev izgubil funkcionalne mitohondrije. Ta sev smo križali s 
kongenim sevom S288c (BY4741) z endogenim RML2 in funkcionalnimi mitohondriji. 
Diploiden sev smo izbrali na podlagi reakcije PCR paritvenega tipa. Po sporulaciji 
diploidnega seva smo na podlagi testa respiracije in reakcije PCR paritvenega tipa 
izbrali haploidne segregante s funkcionalnimi mitohondriji. Enak postopek smo 
uporabili pri konstrukciji seva AWRI z alelom RML2S288c, kjer smo uporabili kongena 
seva AWRI1631 in AWRI1633. 
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3.3.4.1 Priprava mutant z metodo CRISPR-Cas9 
 
V sevih AWRI1631 in S288c (BY4741) smo dvojne in trojne delecijske mutante genov 
RML2, PIG1 in PHO23 ter točkovne mutacije v alelih MKT1 dosegli z uporabo metode 
CRISPR-Cas9. Prav tako smo to strategijo kloniranja uporabili pri zamenjavi alela 
MKT1 v sevih SK1 in RM11_1a. Cas9 smo vnesli v celice s plazmidom p414-TEF1p-
Cas9-CYC1t s selekcijskim označevalcem NatMX (plazmid p414). gRNA smo v seve 
vnesli s serijo plazmidov p426 s selekcijskim označevalcem URA3 (DiCarlo in sod., 
2013). Ker vsebujejo nekateri uporabljeni sevi funkcionalen gen URA3, smo ustvarili 
plazmid p426, kjer smo originalen selekcijski označevalec URA3 na plazmidu zamenjali 
s KanMX4. V ta namen smo z reakcijo Gibson lineariziran plazmid (Nco1 in NdeI) 
sestavili s kaseto KanMX4, pomnoženo z začetnima oligonukleotidoma 
TACTTGGCGGATAATGCCTTTAGCGGCTTAACTGTGCCCTCCATGACTGGAT
GGCGGCGTTAG in 
GAACGAAGGAAGGAGCACAGACTTAGATTGGTATATATACGCATAAGATCT
GTTTAGCTTGCCTC. Primerno gRNA smo izbrali na podlagi specifičnosti gRNA in 
aktivnost encima Cas9 na tem zaporedju (Hsu in sod., 2013; Doench et al., 2016) 
(preglednica 10). 
 
Preglednica 10: Izbrane gRNA za pripravo mutant z metodo CRISPR-Cas9  
Table 10: gRNAs used for CRISPR-Cas9 mutant construction 
ORF gRNA Zaporedje gRNA 
MKT1  1. gRNA GGTATATTATCATTATTCAG 
MKT1  2. gRNA CTGAATAATGATAATATACC 
MKT1  1. gRNA specifična za sev SK1 AATGAGTATGATGGAAATAG 
MKT1  2. gRNA specifična za sev SK1 CAATCTATCCAGTAACGGTG 
PHO23  2. gRNA GTTGTTCGAAAGAAGCACGG 
RML2  1. gRNA TTTACATGATTATGGACAAG 
RML2  2. gRNA TAGTAATGTTAAATATCTGG 
 
Plazmide p426 z želeno gRNA smo skonstruirali, tako da smo s PCR reakcijo iz 
poljubnega plazmida p426 z začetnimi oligonukleotidi in zapisom za želeno gRNA 
pomnožili dva pomnožka DNA. Prvi pomnožek je bil pomnožen z univerzalnim 
začetnim oligonukleotidom p426_insert_F in specifičnim začetnim oligonukleotidom 
p426_ins_ORF_R (preglednica 11 in preglednica 12). Drugi pomnožek je bil pomnožen 
z univerzalnim začetnim oligonukleotidom p426_backbone_R in specifičnim začetnim 
oligonukleotidom p426_BB_ORF_F (preglednica 11 in preglednica 12). Univerzalna 
začetna oligonukleotida sta nalegala na isto regijo na plazmidu, vendar sta bila obratno 
orientirana. Specifična začetna oligonukleotida sta nalegala na isto regijo na plazmidu, 
vendar na nasprotni strani plazmida kot univerzalna začetna oligonukleotida. Pomnožka 
smo sestavili z reakcijo po Gibsonu.  
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Preglednica 11: Kombinacije gRNA in začetnih oligonukleotidov, uporabljenih pri konstrukciji p426 z 
želeno gRNA ter začetnih oligonukleotidov, uporabljenih pri pomnoževanju matrične DNA 
Table 11: Combinations of gRNAs and primers used for constructing p426 with the desired gRNA and 
primers used for amplifying donor DNA 
ORF / gRNA / namen p426 začetni 
oligonukleotidi 
Začetni  
oligonukleotidi za 
matrično DNA 
MKT1 / 1. gRNA / delecija alela, 
točkovna mutacija 1358. nukleotida 
p426_BB_MKT1_F MKT1_c_F 
p426_ins_MKT1_R CR_MKT1_R 
MKT1 / 2. gRNA / zamenjava alela, 
točkovna mutacija 89. nukleotida 
p426_BB_MKT1_2_F MKT1_c_F 
p426_ins_MKT1_2_R CR_MKT1_2_b_R 
MKT1 / 1. gRNA specifična za sev 
SK1 / delecija alela 
p426_BB_MKT1_SK1_F MKT1_c_F 
p426_ins_MKT1_SK1_R CR_MKT1_SK1_R 
MKT1 / 2. gRNA specifična za sev 
SK1 / zamenjava alela 
p426_BB_MKT1_SK1_2_F MKT1_c_F  
 p426_ins_MKT1_SK1_2_R CR_MKT1_SK1_2R 
PHO23 / 2. gRNA / inaktivacija alela p426_BB_PHO23_D_F PHO23_D_CRISPR_F 
 p426_ins_PHO23_D_R PHO23_D_CRISPR_R 
RML2 / 1. gRNA / zamenjava alela p426_BB_RML2_3_F RML2_c_f_up 
 p426_ins_RML2_3_R CR_RML2_2_R 
RML2 / 2. gRNA / inaktivacija alela p426_BB_RML2_D_F RML2_D_CRISPR_F 
 p426_ins_RML2_D_R RML2_D_CRISPR_R 
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Preglednica 12: Začetni oligonukleotidi, uporabljeni pri konstrukciji p426 z želeno gRNA 
Table 12: Primers used for constructing p426 with the desired gRNA 
Začetni oligonukleotid Zaporedje  
p426_insert_F TTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAA 
p426_backbone_R TTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAA 
p426_BB_MKT1_F GGTATATTATCATTATTCAGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAA
GTTAAAATAA 
p426_ins_MKT1_R TTATTTTAACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAACCTGAATAATGA
TAATATACCGATCATTTATCTTTCACTGCGGAGAAGTTTCG 
p426_BB_MKT1_2_F GAAAGATAGTTACTGTAAAGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCA
AGTTAAAATAA 
p426_ins_MKT1_2_R TTATTTTAACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAACCTTTACAGTAA
CTATCTTTCGATCATTTATCTTTCACTGCGGAGAAGTTTCG 
p426_BB_MKT1_SK1_F AATGAGTATGATGGAAATAGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCA
AGTTAAAATAA 
p426_ins_MKT1_SK1_R TTATTTTAACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAACCTATTTCCATC
ATACTCATTGATCATTTATCTTTCACTGCGGAGAAGTTTCG 
p426_BB_MKT1_SK1_2_F CAATCTATCCAGTAACGGTGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCA
AGTTAAAATAA 
p426_ins_MKT1_SK1_2_R TTATTTTAACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAACCACCGTTACTG
GATAGATTGGATCATTTATCTTTCACTGCGGAGAAGTTTCG 
p426_BB_RML2_3_F TTTACATGATTATGGACAAGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAA
GTTAAAATAA 
p426_ins_RML2_3_R TTATTTTAACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAACCTTGTCCATAA
TCATGTAAAGATCATTTATCTTTCACTGCGGAGAAGTTTCG 
p426_BB_RML2_D_F GTTGTTCGAAAGAAGCACGGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCA
AGTTAAAATAA  
p426_ins_RML2_D_R TTATTTTAACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAACCCGTGCTTCTT
TCGAACAACGATCATTTATCTTTCACTGCGGAGAAGTTTCG 
p426_BB_PHO23_D_F TAGTAATGTTAAATATCTGGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAA
GTTAAAATAA 
p426_ins_PHO23_D_R TTATTTTAACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAACCCAGATATTTA
ACATTACTAGATCATTTATCTTTCACTGCGGAGAAGTTTCG 
 
Dvojne in trojne delecijske mutante sevov AWRI1631 in S288c (BY4741) in smo 
skonstruirali z inaktivacijo gena, in sicer z uvedbo stop kodona v 5' regijo genov 
PHO23 in RML2 kot je opisano v članku DiCarlo in sod (2013). Začetni oligonukleotidi 
so opisani v preglednici 12 in preglednici 13.  
 
Preglednica 13: Začetni oligonukleotidi, uporabljeni za inaktivacijo genov PHO23 in RML2  
Table 13: Primers used for inactivation of PHO23 and RML2 
Začetni oligonukleotid  Zaporedje 
RML2_D_CRISPR_F smerni CAAAGGTCGTCCGGTTAGAGCCCTAACTGTTGTT
CGAAAGAAGCACGGTTGAAGAAATAATT 
RML2_D_CRISPR_R protismerni GCCACCACCTTGGTGACGGACAGTGATTTTTCCT
GAATTATTTCTTCAACCGTGCTTCTTTCGAA  
PHO23_D_CRISPR_F smerni GGATTAAACGACATAACTGACGTGCTGGAGGAA
TTCCCACTGGCCTAATCCAGATATTTAA 
PHO23_D_CRISPR_R protismerni AATGCACACATTTTGCATCTATTTCGTGTAGTAA
TGTTAAATATCTGGATTAGGCCAGTGGGAATT 
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Pri zamenjavah alelov s CISPR-Cas9 smo se lotili dveh strategij, neposredne zamenjave 
alelov in posredne zamenjave alelov. Pri slednji strategiji smo podobno kot pri 
konvencionalnem kloniranju (opisano zgoraj) najprej izbrisali endogeni alel od kodona 
start do kodona stop, če je bil le-ta še prisoten v genomu. Prav tako pa smo potrebovali 
dve zaporedji PAM v terminatorski regiji. V PCR reakciji nam je DNA že 
skonstruiranih delecijskih mutant orfΔ(+term) brez selekcijskega označevalca služila 
kot matrica. V drugem koraku pa smo vnesli želeni alel. V vseh primerih smo matrično 
DNA pomnožili z oligonukleotidnim parom, kjer je protismerni oligonukleotid vseboval 
mutacijo, ki je izničila zaporedje PAM (preglednici 12 in preglednici 14).  
 
Preglednica 14: Začetni oligonukleotidi, uporabljeni pri zamenjavi alelov z metodo CRISPR-Cas9 
Table 14: Primers for allele swaps with CRISPR-Cas9 method 
Začetni oligonukleotid Zaporedje  
MKT1_c_F smerni GTCTCGCTTATATCTGGTCT 
CR_MKT1_R protismerni GCTATTCACTGTGCTTGTGTTAAATCTTGATGATGGT
ACTTGAACTTTCTGAATAATGATAATATACCTCT 
CR_MKT1_2_b_R protismerni TGTGTTAAATCTTGATGATGGTACTTGAACTTTCTGA
ATAATGATAATATATTTCTTTACAGTAACTATCTTTC
TTT 
CR_MKT1_SK1_R protismerni GTTTTTTCTTTAATTGTTGCTATTCACTGTGCTTTTTA
AATAGTTTTACTATTTCCATCATACTCATTCT 
CR_MKT1_SK1_2R protismerni TGTAAACTTTTTTGATTTGAACTTCAATCTATCCAGT
AACGGTGTAATGTATACTTATTTTTTCCTTTTCTTC 
CR_RML2_2_R protismerni AAGTGAAAAGTTTCAATATTTATATTTACATGATTGT
GGACAAGCTTCATTGTCTACAGGCTGTGCA 
RML2_c_f_up smerni GGGAAACTGAAAGCGAGTTC 
 
V seva AWRI1631 in S288c (BY4741) smo s sistemom CRISPR-Cas9 vnesli točkovne 
mutacije na 89. in 1358. nukleotidu gena MKT1, s čimer smo na proteinski ravni v sevu 
AWRI1361 ustvarili različico G30D; v sevu S288c (BY4741) pa smo s tem uvedli 
različico D30G ali K453R. Za pomnožitev matrične DNA smo uporabili iste 
protismerne oligonukleotide kot pri zamenjavili alelov, medtem ko so smerni 
oligonukleotidi vsebovali želeno točkovno mutacijo (preglednica 15). Ker smo matrično 
DNA za vnos točkovne mutacije na 89. nukleotidu transformirali v delecijski sev orfΔ(-
term) brez selekcijskega označevalca, smo z dvema dodatnima reakcijama PCR 
podaljšali matrično DNA do 45 bp preko kodona start. 
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Preglednica 15: Začetni oligonukleotidi za vnos točkovnih mutacij na 89. in 1358. nukleotidu gena MKT1 
Table 15: Primers used for point mutation at the 89th and 1358th nucleotide of MKT1 
Začetni oligonukleotid Zaporedje 
CR_MKT1_89a_F CTAGTAGGATCCTATGCCATTGAGGCTCTGAATAATTGTACCCT
GGGTATAGACGTCAACCATTATGTT 
CR_MKT1_89by_F CTAGTAGGATCCTATGCCATTGAGGCTCTGAATAATTGTACCCT
GGATATAGACGTCAACCATTATGTT 
CR_MKT1_89_2F GCGATGGCAATCAAGTCATTGGAATCGTTCCTTTTCGAAAGAGG
TCTAGTAGGATCCTATGCCAT 
CR_MKT1_89_3F TTGAACTATAAAGTACTAAAGGCAGAAAAATTAATAGCAAATT
AAGCGATGGCAATCAAGTCATT 
CR_MKT1_1358a_2F ATCCTGAAGAGCCTCCATTGGGCGGAGGATCTTCTACATCCTAC
AGGAAACTGGTTTCCAAGTCC 
 
 
3.3.5 Genotipizacija 
 
Pravilno vstavitev selekcijskega označevalca KanMX, KanMX4 in NatMX pri delecijah 
genov ter ponovno vključitev nasprotnega alela in izrez smo preverili s kontrolno 
reakcijo PCR, s katero smo pomnožili celotno regijo manipuliranega lokusa. Pri tem 
smo uporabili kontrolne začetne oligonukleotide (preglednica 16), ki so nalegali na 
genom navzgor in navzdol od manipuliranega lokusa. Dodatno smo preverili stik med 
selekcijskim označevalcem in genomom s kombinacijo kontrolnega smernega začetnega 
oligonukleotida, ki je nalegal navzgor od želenega ORF, in začetnega protismernega 
oligonukleotida j_KanMX_R, ki nalega na 5' konec selekcije KanMX in NatMX. Na 
podlagi dolžin pomnožkov DNA smo sklepali o uspešnosti manipulacije lokusa/ORF. 
 
Preglednica 16: Kontrolni začetni oligonukleotidi 
Table 16: Control primers 
Začetni oligonukleotid Zaporedje 
RLF2_373UP_F  smerni CAGTCAGCCTTTACGAAGA 
RLF2_380DN_R  protismerni TAAAAATAACTGAAGATGGGTTG 
HXK2_389UP_F  smerni GCAGTTTTTCCGGTCGAT 
HXK2_465DN_R protismerni TAAAAATCGCGGGTATGAAG 
PEX11_c_F smerni AAGTTGGCATCAATTCCATTG 
PEX11_c_R protismerni CAGTTATAGCGATCCCAGT 
Mdm34_c2_F smerni GGTCCAAACACCGATACC 
Mdm34_C_R  protismerni CTACACTGAGGAGGAATGG 
UP_HIS3_2F smerni GCATTAGTCAGGGAAGTCAT 
DN_HIS3_2R protismerni GAGGAACATAACCATTCTCG 
j_KanMX_R stični protismerni GGCGTGGGGACAATTCAA 
 
Pri uvajanju točkovnih mutacij v gen MKT1 smo uspešnost manipulacije preverili s 
SNV specifično reakcijo PCR (preglednica 17) in določanjem zaporedja DNA celotnega 
genoma po Sangerju. Zaporedje DNA celotnega genoma smo določili tudi mutantam, ki 
naj bi imele inaktivirana gena RML2 in PHO23. 
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Paritven tip oziroma ploidnost seva smo določili z reakcijo PCR za določanje 
paritvenega tipa. Uporabili smo mešanico treh začetnih oligonukleotidov v eni reakciji: 
MAT_R agtcacatcaagatcgtttatgg, MATalfa_F gcacggaatatgggactacttcg in MATa_F 
actccacttcaagtaagagtttg. S to reakcijo smo pomnožili in nato identificirali DNA, 
prisotno v lokusu MAT in tako določili paritven tip in ploidnost seva. Začetni 
oligonukleotid MAT_R je univerzalen, nalega navzdol od lokusa MAT in je usmerjen 
proti lokusu. MATalfa_F nalega na α specifično DNA v MATα in HMLα, medtem ko 
MATa_F nalega na a specifično DNA v MATa in HMRa. Kadar je v reakciji prisotna 
DNA seva paritvenega tipa MATα, dobimo pomnožek DNA velikosti 404 bp. Pri MATa 
pomnožimo pomnožek velikosti 544 bp, medtem ko dobimo oba pomnožka DNA pri 
diploidnem sevu (Huxley in sod., 1990). 
 
S SNV specifično reakcijo PCR (Swinnen in sod., 2012b) smo razlikovali alele sevov 
AWRI1631, AWRI1633 od alelov sevov S288c (BY4741, BY4742, Y7092). V genu 
MKT1 smo razlikovali med nukleotidi na poziciji 89 in 1358, v genu PHO23 med 
nukleotidoma na poziciji 94, v genu PIG1 med nukleotidoma na poziciji 1311 in v genu 
RML2 med nukleotidoma na poziciji 74. V dveh ločenih reakcijah PCR smo uporabili 
univerzalen protismerni oligonukleotid in dva smerna oligonukleotida, ki sta se ločevala 
le po zadnjem nukleotidu na 3' koncu, ki je bil bodisi variante AWRI ali S288c 
(preglednica 17). Z višino temperature naleganja začetnih oligonukleotidov smo dosegli 
specifičnost obeh reakcij. 
 
Preglednica 17: Začetni oligonukleotidi, uporabljeni pri SNV specifični reakciji PCR 
Table 17: Primers used for SNV-specific PCR 
Začetni oligonukleotid Tarčni 
nukleotid 
Zaporedje 
PIG1by_F smerni 1311 CTTTGAACCGCCTGATTCC 
PIG1a_F smerni 1311 TCTTTGAACCGCCTGATTCT 
PIG1a/by_R protismerni 1311 CCTGCTAAAAGGCTCTGGTTT 
PHO23by_2_F smerni 94 CCTCCAGATATTTAACATTAC 
PHO23a_F smerni 94 ACCTCCAGATATTTAACATTAT 
PHO23a/by_R protismerni 94 GATGGCATCAGTTCTTCATAA 
RML2by_F smerni 74 GCTTATTAGTAAGAGAAACCC 
RML2a_F smerni 74 GCTTATTAGTAAGAGAAACCT 
RML2a/by_R protismerni 74 TCTTCATCTGGGTCACTTC 
MKT1a_F smerni 89 CTGAATAATTGTACCCTGGG 
MKT1_by_F smerni 89 CTGAATAATTGTACCCTGGA 
MKT1a/by_R protismerni 89 CGATGCCTCTAATTGGTTGT 
MKT1_1358a_F smerni 1358 GGATCTTCTACATCCTACAG 
MKT1_1358by_F smerni 1358 GGATCTTCTACATCCTACAA 
MKT1_1358a/by_R protismerni 1358 CTCGCCAGAAGTTAAAGATG 
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3.4 PREKLAPLJANJE PARITVENEGA TIPA / KONSTRUKCIJA 
HOMOZIGOTNEGA DIPLOIDNEGA SEVA 
 
Kadar je bilo potrebno spremeniti paritven tip kvasovke ali ustvariti homozigoten 
diploiden sev, smo želeni haploidni sev transformirali s plazmidom pHS3, ki vsebuje 
zapis za endonukleazo HO in selekcijskim označevalcem za nourseotricin 
(Deutschbauer in Davis, 2005). Posamezno kolonijo, zraslo na selekcijskem gojišču z 
nourseotricinom, smo preko noči gojili v gojišču YPD brez selekcije, tako da je poleg 
zamenjave paritvenega tipa prišlo tudi do izgube plazmida. Celice smo sprali s sterilno 
MQ, jih redčili do 103 celic/mL ter jih 100 µL inokulirali na gojišče YPD. Ko so zrasle 
posamezne kolonije, smo jih odtisnili preko žameta na gojišče YPD z nourseotricinom, 
kjer kolonije, ki so izgubile plazmid, niso rasle. Kolonijam brez plazmida smo preverili 
paritven tip z reakcijo PCR. V večini primerov so bile vse kolonije diploidne. Kadar pa 
smo potrebovali haploiden sev z nasprotnim paritvenim tipom od izvirnega seva, smo 
diploidne seve sporulirali. Spore smo tretirali s 300 U litikaze, 30 min na sobni 
temperaturi ter jih razmazali na YPD plošče do posameznih kolonij. Nato smo tem 
kolonijam ponovno preverili paritven tip z reakcijo PCR in na podlagi tega izbrali 
haploidne kolonije. 
 
 
3.5 TEST RESPIRACIJE 
 
Celice saturirane prekonočne kulture v gojišču YPD smo dvakrat sprali z vodo in 
pripravili redčitveno vrsto 10-5-10-8 z 10-kratnim redčitvenim faktorjem. Po 3 µL vsake 
redčitve smo nanesli na kotrolne plošče YPD in testne plošče YPLac ter inkubirali 2 do 
5 dni na 30°C. 
 
 
3.6 MERJENJE RELATIVNEGA IZRAŽANJA GENOV 
 
3.6.1 Priprava kultur in izolacija celokupne RNA (totRNA) 
 
Prekonočne kulture smo precepili v 25 mL gojišča YPD z začetnim OD 0,1–0,2. Tako 
pripravljene kulture smo gojili s stresanjem (220 rpm) pri 30°C do eksponentne faze 
rasti, kjer smo jih poželi, sprali z destilirano vodo in zamrznili v tekočem dušiku. 
Izolacijo celokupne RNA (totRNA) smo izvedli s kompletom PureLink RNA Mini Kit 
(Ambion) po navodilih proizvajalca s sledečimi spremembami: Celice v lizacijskem 
pufru smo razbili s steklenimi kroglicami, predhodno spranimi s kislino in stresanjem 
pri 2000 obr/min s stresalnikom Eppendorf MIX Mate. Celokupno RNA smo na 
kolonah tretirali z DNazo (Qiagen) po navodilih proizvajalca. 
 
Kvaliteto in količino izolirane totRNA smo izmerili z aparaturo Nanodrop (Thermo 
Fischer) in preverili razmerje A260/A280, ki je moralo biti nad 1,8. Integriteto izolirane 
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totRNA smo preverili na 1-% agaroznem gelu barvanem z barvilom SYBR Safe. Jasno 
vidni sta morali biti dve lisi RNA, ki sta ustrezali 25S (3,4 kbp) in 18S (1,8 kbp) rRNA. 
Odsotni so morali biti tudi znaki kontaminacije z genomsko DNA (gDNA) (prisotnost 
nukleinskega materiala nad 25S rRNA) in razgradnje totRNA (razmaz pod 18S liso). 
 
 
3.6.2 Obraten prepis mRNA 
 
Za obraten prepis mRNK v enoverižno cDNA smo pripravili vzorce totRNA s 
koncentracijami 50 ng/µL. Prepis smo izvedli s kompletom High capacity cDNA RT kit 
(Applied Biosystems) po navodilih proizvajalca. Sestava reakcije je opisana v 
preglednici 18. 
 
Preglednica 18: Sestava reakcijske mešanice za obraten prepis mRNK 
Table 18: Reaction mixture for reverse transcription of mRNA 
Komponenta Količina [µL] 
Voda brez nukleaz 3,2  
10x RT pufer 2  
25x dNTP mix (100 mM) 0,8 
10x RT naključni začetni oligonukleotidi 2 
Reverzna transkriptaza (50 U/µL) 1 
Inhibitor RNaz 1 
Vzorec totRNA (50 ng/µL) 10 
 
Za vsak vzorec smo pripravili še dodatno reakcijsko mešanico, ki ni vsebovala reverzne 
transkriptaze ter je tako pri izvedbi PCR v realnem času predstavljala dodatno kontrolo 
za morebitno kontaminacijo z gDNA. Obraten prepis je potekal v aparaturi PCR (Mio 
Rad My Cycler, Eppendorf), najprej 10 min pri 25°C in nato 120 min pri 37°C. 
Reakcija se je končala s toplotno inaktivacijo encima pri 85°C za 5 min. Vzorce smo 
nato ohladili do 4°C in zamrznili. 
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3.6.3 Merjenje izražanja tarčnih genov 
 
Za merjenje izražanja tarčnih genov (RLF2, ENO1,) smo uporabili komplet Light 
Cycler 480 SYBR Green I Master Mix (Roche). Komplet vsebuje DNA polimerazo in 
fluorescenčno barvilo SYBR green, s pomočjo katerih detektiramo dvoverižen PCR 
produkt. Kvantitativne reakcije PCR (qPCR) so bile izvedene na aparaturi AB 
StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems/Thermo Fisher Scientific). 
V eksponentni fazi pomnoževanja smo določili cikel pražne vrednosti, CT (angl. 
treshold cycle), ki je obratno sorazmeren začetni količini tarčne cDNA. Zaradi 
nespecifične vezave barvila SYBR green v dvoverižno DNA smo na koncu 
pomnoževanja vedno naredili krivuljo taljenja (preglednica 19), na podlagi katere smo 
ocenili specifičnost reakcije (odsotnost dimerov začetnih oligonukleotidov in gDNA). 
Za normalizacijo tarčnih genov smo na podlagi literature izbrali referenčne gene UBC6 
in TFC1. Uporabljeni začetni oligonugleotidi so navedeni v preglednici 20 (Huber in 
sod., 2012; Teste in sod., 2009). 
 
Preglednica 19: Krivulja taljenja 
Table 19: Melting curve 
Korak 1  Korak 2   Korak 3 
95°C 
15 s 
60°C 
1 min 
Segrevanje do 95°C 
Meritev fluorescence pri 
vsakem dvigu temperature za 
0,3°C 
 
Preglednica 20: Začetni oligonukleotidi, uporabljeni pri metodi qPCR 
Table 20: Primers used for qPCR 
Oligonukleotidni par Zaporedje 
MO_ENO1  smerni aacgatgtcattgctccagctttcgtta 
 protismerni ggaagcagccaaagaaacacccaagata 
MO_RLF2 smerni gagtttgacgggtttctagacagcga 
 protismerni tctgtgcctgtaagtcggaattacttct 
TFC1 smerni gctggcactcatatcttatcgtttcacaatgg    
 protismerni gaacctgctgtcaataccgcctggag 
UBC6 smerni gatacttggaatcctggctggtctgtctc 
 protismerni aaagggtcttctgtttcatcacctgtatttgc 
 
Za vsak par začetnih oligonukleotidov smo pripravili standardno krivuljo (CT v 
odvisnosti od negativnega log10 redčitve koncentracije vzorca), ki nam je služila za 
optimizacijo pogojev qPCR (primerna redčitev vzorcev, koncentracija začetnih 
oligonukleotidov). Za matrično cDNA nam je v tem primeru služila mešanica vseh 
vzorcev cDNA. Uporabili smo 8x, 32x, 128x in 400x redčeno mešanico cDNA. Na 
podlagi krivulje smo izračunali učinkovitost pomnoževanja (E) za vsak par začetnih 
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oligonukleotidov po enačbi E = 10(-1/naklon). Če je E = 2, se v vsakem ciklu količina PCR 
produkta podvoji, kar predstavlja 100 % učinkovitost pomnoževanja. Sprejemljivi 
pogoji pomnoževanja so CT vrednosti med 15 in 30, optimalno med 20 in 25, E = 1,8-
2,1 in R2 trendne črte standardne krivulje nad 0,98. Sestava optimalne mešanice in 
pogoji pomnoževanja so navedeni v preglednici 21 in 22. 
 
Preglednica 21: Sestava mešanice qPCR 
Table 21: qPCR mix 
Komponenta Koncentracija založne 
raztopine 
Količina 
[µL] 
Koncentracija v 
reakcijski mešanici 
Light Cycler 480 SYBR Green I 
Master Mix 
2x 2,5 1x 
Mešanica smernega in protismernega 
začetnega oligonukleotida 
2,5 µM 0,5 250 nM 
cDNA (40x redčena) 0,625 ng/µL 2 0,25 ng/µL 
 
Preglednica 22: Pogoji pomnoževanja qPCR 
Table 22: qPCR cycling conditions 
Začetna denaturacija Pomnoževanje  
45 ciklov 
95°C 
5 min 
95°C 
10 s 
62°C 
10 s 
72°C 
20 s 
Meritev fluorescence 
 
Poleg negativne kontrole, ki je namesto cDNA vsebovala vodo, smo naredili tudi 
kontrolo prisotnosti gDNA, ki je namesto cDNA vsebovala vzorec obratnega prepisa 
brez reverzne transkripraze. Tako smo prisotnost gDNA, kljub tretiranju z DNAzo, 
preverjali v dveh stopnjah, s krivuljami taljenja in s kontrolo prisotnosti gDNA. 
Relativno izražanje genov smo izračunali na podlagi povprečnih CT vrednosti vzorca po 
metodi, opisani v članku Hellemansa in sod. (2007). Pri tej metodi je relativno izražanje 
tarčnih genov normalizirano na geometrijsko sredino izraženih referenčnih genov. Poleg 
tega pa se pri izračunih upošteva tudi uspešnost pomnoževanja oligonukleotidnega para. 
Stabilnost in tako ustreznost izražanja referenčnih genov smo preverili z uporabo 
statističnega programa geNorm, ki nam poda mero za stabilnost izražanja genov (M). M 
vrednost stabilnih genov znaša manj kot 0,5, manj stabilnih genov pa do 1 (Hellemans 
in sod., 2007). 
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3.7 INTERAKCIJE PROTEINOV 
 
3.7.1 Membranski dvo-hibridni sistem kvasovke 
 
Proteinske interakcije med Pex11 in proteini ERMES kompleksa smo preverili z 
metodo membranski dvohibridni sistem kvasovke, MYTH (Paumi in sod., 2007; Snider 
in sod., 2013; Snider in sod., 2010a; Snider in sod., 2010b; Stagljar in sod., 1998). 
Metoda MYTH izkorišča dejstvo, da lahko ubikvitin cepimo na dva stabilna dela, N-
konec (Nub) in C-konec (Cub), na katerega je vezan umeten transkripcijski faktor. Nub 
vežemo na protein (»plen«), čigar interakcijo z membranskim proteinom (»vabo«) 
preverjamo. Ključno pa je, da Cub vežemo na membranski protein, ki ga uporabimo kot 
vabo, saj bi lahko na nevezanih proteinih Cub prešel v jedro in spontano aktiviral 
reporterske gene. V primeru proteinske interakcije se Nub in Cub sestavita in ubikvitin 
proteaze odcepijo umetni transkripcijski faktor, ki nato omogoči prepis reporterskih 
genov (ADE2, HIS3 in lacZ). Da ne pride do spontane rekonstitucije Cub in Nub 
koncev, vsebuje Nub konec spremembo I13G, ki to preprečuje. S homologno 
rekombinacijo v kvasovki smo v lineariziran plazmid pAMBV4 (restrikcija z NcoI) 
vstavili bralne okvirje vab Pex11, Mdm10 in Mdm34, tako da smo jih na C-koncu 
označili s Cub. V lineariziran plazmid pPR3-N (restrikcija z EcoRI in ClaI) pa smo 
vstavili bralne okvirje plenov Pex11, Mdm10, Mdm12 in Mdm34, tako da smo jih na N-
koncu označili s Nub. Oligonukleotidni pari za pomnožitev bralnih okvirjev so našteti v 
preglednici 23. Pravilno vstavitev odprtega bralnega okvirja v plazmid smo preverili z 
restrikcijo s primernimi restrikcijskimi encimi in določanjem zaporedje celotnega 
genoma po Sangerju. 
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Preglednica 23: Začetni oligonukleotidni pari, uporabljeni pri konstrukciji plazmidov MYTH  
Table 23: Primers used for MYTH plasmid construction 
Oligonukleotidni par Zaporedje 
AMBV_PEX11 smerni tgcacaatatttcaagctataccaagcatacaatcaactccaagcaacacaatggtctgtgat
acactggtatatc 
 protismerni tcgacggtatcgataagcttgatatcgaattcctgcagattgtagctttccacatgtcttgc 
AMBV_MDM10 smerni tgcacaatatttcaagctataccaagcatacaatcaactccaagcaacacaatgctaccctat
atggaccaagta 
 protismerni tcgacggtatcgataagcttgatatcgaattcctgcagattgtggagtactggaattgtatgc 
AMBV_MDM34 smerni tgcacaatatttcaagctataccaagcatacaatcaactccaagcaacacaatgtcatttagat
tcaacgaagctgt 
 protismerni tcgacggtatcgataagcttgatatcgaattcctgcagatatgatatggtggggggctatcc 
pPR3N_PEX11 smerni atccaagcagtggtatcaacgcagagtggccattacggccatggtctgtgatacactggtata
tc 
 protismerni gaatgtaagcgtgacataactaattacatgactcgaggtcctatgtagctttccacatgtcttg 
pPR3N_MDM10 smerni atccaagcagtggtatcaacgcagagtggccattacggccatgctaccctatatggaccaag
ta 
 protismerni gaatgtaagcgtgacataactaattacatgactcgaggtctcatgtggagtactggaattgta 
PR3N_MDM12 smerni atccaagcagtggtatcaacgcagagtggccattacggccatgtcttttgatattaattggagt
ac 
 protismerni gaatgtaagcgtgacataactaattacatgactcgaggtcttactcatcaccatcgttgaaat 
pPR3N_MDM34 smerni atccaagcagtggtatcaacgcagagtggccattacggccatgtcatttagattcaacgaagc
tgt 
 protismerni gaatgtaagcgtgacataactaattacatgactcgaggtcttaatgatatggtggggggctat 
 
Plazmida pAMBV4 in pPR3-N z želenima vabo in plenom smo kotransformirali v 
reporterski sev kvasovke NMY51. Za pozitivno kontrolo smo uporabili interakcijo 
Pex11-Pex11. Za negativno kontrolo smo uporabili kvasovke, transformirane s praznim 
pAMBV4 in pPR3-N s plenom, ter pAMBV4 z vabo in praznim pPR3-N. Sev smo 
gojili v selekcijskem gojišču SD -Leu -Trp, v katerem za levcin in triptofan avksotrofen 
NMY51 sev raste le v primeru prisotnosti obeh plazmidov. V eksponentni fazi rasti smo 
na reportersko gojišče (SD -Trp -Leu -His -Ade +X-gal) in kontrolno gojišče (SD -Trp -
Leu) inokulirali 105 celic. Plošče smo gojili do 5 dni na 30°C. Kot pozitiven rezultat 
smo šteli le dobro zrasle, modro obarvane kolonije. 
 
 
3.7.2 Bi-molekularno fluorescenčno dopolnjevanje 
 
BiFC je bila druga neodvisna metoda, s katero smo testirali proteinske interakcije (Sung 
in Huh, 2007). Podobno kot pri metodi MYTH smo N-konec Pex11 označili z N-
koncem fluorescenčnega proteina Venus (VN), medtem ko smo C-konec proteinov 
Mdm10 in Mdm34 označili s C-koncem proteina (VC). V primeru interakcije se 
fluorescenčno barvilo sestavi in fluorescira, kar omogoča mikroskopsko detekcijo 
proteinskih interakcij in vivo. Za pomnožitev VN-KanMX6  kasete s plazmida pFA6a-
KanMX6-PRPL7B-VN (pFA6a-kanMX6-pCET1-VN) in VC-HIS3 kasete s plazmida 
pFA6a-VC-His3MX6 smo uporabili oligonukleotidne pare, prikazane v preglednici 24. 
PCR produkte smo transformirali v sev S288c (BY4741). Njihovo pravilno vstavitev v 
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genom smo preverili s stično reakcijo PCR, za kar smo uporabili začetni oligonukleotid 
j_KanMX_R, ki nalega na TEF1 promotor, pod nadzorom katerega se izražata VC in 
VN, v kombinaciji z oligonukleotidi, ki nalegajo na genom kvasovke (preglednica 25). 
 
Preglednica 24: Oligonukleotidni pari BiFC 
Table 24: Primers used for BiFC mutant construction 
Oligonukleotidni par  Zaporedje 
PEX11_N_VN
_VC_F 
smerni N-oznaka AAGTGACTCCAACAACTGAAAAACCGTTGT
CTCCATCTACgaattcgagctcgtttaaac 
PEX11_N_VN
_R 
protismerni N-oznaka TCACGGAGGGATGATATACCAGTGTATCAC
AGACCATagtaccaccagaaccctcgatgttgtggcggatc 
MDM10_C_V
C_VN_F 
smerni C-oznaka TTTCCCGGCAAAGTTTGGCATACAATTCCA
GTACTCCACAggtcgacggatccccgggtt 
MDM10_C_V
C_VN_R 
protismerni C-oznaka ACCTGTATATTAAAACCTTTATTTTATTTCA
CATTACTCAtcgatgaattcgagctcgtt 
MDM34_C_V
C_VN_F 
smerni C-oznaka CTGGAAATGGGGCATGGAGGATAGCCCCC
CACCATATCATggtcgacggatccccgggtt 
MDM34_C_V
C_VN_R 
protismerni C-oznaka ATGTATTTGTGTAGTTATGTACTTAGATATG
TAACTTAATtcgatgaattcgagctcgtt 
 
Preglednica 25: Kontrolni oligonukleotidni pari BiFC 
Table 25: Control BiFC primers 
Oligonukleotidni par  Zaporedje 
PEX11_c_F smerni N-oznaka AAGTTGGCATCAATTCCATTG 
PEX11_c_R smerni C-oznaka CAGTTATAGCGATCCCAGT 
MDM10_c_R smerni C-oznaka CATCCGAAATAGCGTTTCTC 
MDM34_c_R  smerni C-oznaka CTACACTGAGGAGGAATGG 
j_KanMX_F protismerni C-oznaka GTTAAGTGCGCAGAAAGTAA 
 
 
3.8 VISOKOZMOGLJIVO DOLOČANJE ZALOŽNIH LIPIDOV 
 
Celice smo gojili v mikrotitrskih ploščah v 200 µL minimalnega gojišča pri 30°C brez 
stresanja. 20 µL kulture, gojene 24 ur, smo precepili v 180 µL svežega gojišča in 
inkubirali nadaljnjih 72 ur. Nato smo celice redčili do željenega OD600 z MQ in jih za 
analizo 200 µL prenesli v črne mikrotitrske plošče s transparentnim dnom. Za barvanje 
nevtralnih lipidov smo pripravili 20-kratno založno raztopino nilsko rdeče (2,1 mg/mL) 
v DMSO. Pred uporabo smo barvilo redčili z vodo do 1-kratne koncentracije in ga 10 
µL dodali primerno zredčenim celicam. Z optičnim čitalcem Tecan Infinite M1000 smo 
izmerili OD600 in fluorescenco pred dodatkom barvila (0 min) ter po različnih časih 
inkubacije celic z barvilom (x min). Celice smo vzbujali z valovno dolžino 510 nm in 
merili emisijo pri 585 nm. Količino založnih lipidov smo izračunali po spodnji formuli.  
 
 
 
… (1) 
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V metodi so kontrolne seve predstavljali AWRI1631, segreganta B11 in S288c 
(Y7092). Razvoje metode in optimalni pogoji določanja založnih lipidov so opisani v 
sekciji rezultatov 4.3.1. 
 
 
3.8.1 Izračun spremembe povprečne vsebnosti založnih lipidov  
 
Povprečno spremembo založnih lipidov smo izračunali tako, da smo za vsako 
segreganto vsebnost založnih lipidov normalizirali s povprečno vsebnostjo založnih 
lipidov seva Y7092 (S288c), testiranega na isti mikrotitrski plošči. Za vsako generacijo 
posebej smo nato izračunali povprečje normaliziranih vsebnosti založnih lipidov. 
 
 
3.8.2 Fluorescenčna mikroskopija 
 
Celice sevov S288c (Y7902) in AWRI1931, kjer smo želeli vizualizirati lipidne 
kapljice, smo gojili in barvali po enakem postopku kot pri metodi za visokozmogljivo 
določanje založnih lipidov. Po 25 min barvanju smo celice sprali z vodo in jih 
mikroskopsko pregledali. Pri tem smo uporabljali vzbujevalno svetlobo valovne dolžine 
470 ± 20 nm in zajemali emitirano svetloba valovne dolžine 525 ± 25 nm. Da smo 
zmanjšali učinek bledenja, smo uporabili sredstvo proti bledenju. 
 
 
3.9 NABOR SEGREGANT GENERACIJE F1 IN POVRATNO KRIŽANJE 
 
Za F1 generacijo smo križali seva S288c (Y7092; MATα can1Δ:: STE2pr-Sp_his5 
lyp1Δ his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 met15Δ0) in AWRI1631 (MATa his3 Δ:: NatMX). 
Diploiden sev smo izbrali na podlagi reakcije PCR za določanje paritvenega tipa in ga 
sporulirali, kot je opisano v metodi kvalitativne sporulacije. Ko smo dosegli želeno 
stopnjo sporulacije, smo 50 µL kulture tretirali s 300 U litikaze, 30 min na sobni 
temperaturi in primerno redčitev tretiranih celic razmazali na gojišče HS. Starševski sev 
S288c vsebuje označevalec SGA (can1Δ:: STE2pr-Sp_his5 lyp1Δ his3Δ1), ki omogoča 
rast MATa segregant na selekcijskem gojišču HS (Tong in sod., 2001; Tong in Boone, 
2006). 50 % MATa segregant je poleg SGA reporterja na mestu za HIS3 vsebovalo tudi 
selekcijski označevalec NatMX, dedovan po starševskem sevu AWRI1631. Posamezne 
kolonije segregant smo mikroskopsko pregledali za agregacijo in izbrali le 
neagregirajoče segregante. Tako smo za generacijo F1 izbrali 2291 segregant in jim 
izmerili vsebnost nevtralnih lipidov z visokozmogljivo metodo določanja vsebnosti 
nevtralnih lipidov. Segreganta, ki je imela v primerjavi s starševskim sevom Y7092 vsaj 
za 50 % povišano vsebnost nevtralnih lipidov in ponovljiv fenotip, je bila izbrana za 
povratno križanje (»zmagovalna segreganta«) (slika 7). V primeru F1 generacije smo 
izbrali segreganto, ki je vsebovala tudi selekcijski označevalec NatMX. Križana je bila s 
starševskima sevoma S288c (BY4742) in AWRI1633, ki sta vsebovala selekcijski 
označevalec KanMX4 na mestu HIS3. Seva sta paritvenega tipa MATα in noben od njiju 
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ne vsebuje SGA reporterja, saj ga vsebujejo že segregante. Tako smo ustvarili liniji 
S288c-PK in AWRI-PK. Za vsako linijo smo izbrali približno vsaj 189 neagregirajočih 
MATa segregant generacije F2 ter jim izmerili vsebnost nevtralnih lipidov. Ponovno 
smo v obeh linijah izbrali segreganto z visoko vsebnostjo nevtralnih lipidov in s 
ponovljivim fenotipom ter jo križali s starševskim sevom linije: v liniji S288c-PK s 
sevom BY4742 s primernim selekcijskim označevalcem na mestu HIS3 (KanMX4 ali 
NatMX), v liniji AWRI-PK pa z sevom AWRI1633 s primernim selekcijskim 
označevalcem na mestu HIS3 (KanMX4 ali NatMX). Tako smo nadaljevali vse do 
generacije F7. 
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Slika 7: Povratno križanje. V generaciji F1 smo izbrali segreganto z vsaj 50 % višjo kot starševski sev 
S288c in ponovljivim fenotipom (zmagovalna segreganta) ter jo križali s starševskima sevoma S288c in 
AWRI1633. Tako smo ustvarili liniji povratnega križanja S288c-PK in AWRI-PK. Nato smo v vsaki liniji 
izbrali zmagovalno segreganto in jo ponovno križali s starševskim sevom linije. Tako smo nadaljevali vse 
do generacije F7. V generaciji F7 smo v obeh linijah izbrali segregante z najvišjimi količinami založnih 
lipidov in jim določili celotno zaporedje DNA genoma. Na podlagi tega smo določili S288c in AWRI 
QTL, ki prispevajo k kopičenju založnih lipidov. 
Figure 7: Backcrossing. In the F1 generation, we selected a segregant which had at least 50% more 
neutral lipids than the S288c strain and a reproducible phenotype (a.k.a. the wining segregant). We 
backcrossed this segregant to parental strains, S288c and AWRI1631, constructing an S288c-PK and an 
AWRI-PK lineage. In each lineage we selected the winning segregant and backcrossed it again to the 
corresponding parental strain. We continued with this procedure until the F7 generation, where we in each 
lineage selected segregants with the highest neutral lipid content and sequenced their genome, revealing 
beneficial AWRI and S288c QTLs. 
 
 
F1 segregante z visoko vsebnostjo založnih lipidov smo genotipizirali s SNV specifično 
reakcijo PCR. Tako smo ugotovili, kateri aleli genov MKT1, PHO23, RML2, PIG1 so 
superiorni. 
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3.10 FENOTIPIZACIJA: VPLIV ALELOV MKT1 NA RAST IN 
UČINKOVITOST SPORULACIJE 
 
Vsem sevom, uporabljenih pri fenotipskih testih, smo predhodno odstranili selekcijske 
označevalce (KanMX4) in plazmide (p414). Kadar smo preverjali odpornost sevov proti 
določeni spojini, smo seve gojili na ploščah YPD s to spojino. Kadar smo preverjali 
učinkovitost uporabe alternativnih virov ogljika, smo seve gojili na ploščah YP z 
alternativnim virom ogljika kot edinim virom ogljika. 
 
 
3.10.1 Test z redčinami na agarnih ploščah 
 
Seve smo gojili v 5 mL gojišča YPD (30°C, 220 rpm) približno 7 ur, nato smo jih 
redčili do OD600 0,5 in pustili rasti 16 ur preko noči, da so kulture dosegle stacionarno 
fazno rasti. Nato smo jih dvakrat sprali s sterilno vodo in pripravili redčitveno vrsto z 
108 do 104 celic/mL in s faktorjem redčenja 10. Po 3 µL suspenzije celic smo nanesli na 
kontrolno gojišče YPD in testno gojišče YPD ter jih inkubirali pri 30°C, dokler kolonije 
niso dosegle primerne velikosti. 
 
 
3.10.2 Meritev volumna kolonij v končni točki  
 
Pripravili smo agarne plošče 384 formata (slika 8), kjer so bili sevi razpršeno nanešeni 
vsaj 10-krat. Kolonije smo prenesli na kontrolne plošče YPD in testne plošče YPD s 
pomočjo robotskega manipulatorja in jih gojili pri 30°C. Vsakih 24 ur smo izmerili 
volumen kolonij z optičnim čitalcem z uporabo transmisivne svetlobe (300 dots, B&W 
negativna slika, 16 bit). Upoštevali smo le plošče, kjer kolonije niso bile ali premajhne 
ali preraščene. Volumen celic smo določili s pomočjo programa HT Colony Grid 
Analyzer (Collins in sod., 2006) ter analizirali fitnes sevov, kot je opisano v članku 
Zackrisson in sod. (2016). Na kratko, volumen kolonij je bil najprej normaliziran na 
interno kontrolo, to je sev, nacepljen v notranjosti plošče s dobro rastjo v vseh testiranih 
pogojih rasti, nato pa normaliziran na volumen kolonij na kontrolnem gojišču YPD. 
Rezultate smo statistično ovrednotili s testom Bonferroni. Kot statistično značilno 
razliko smo upoštevali vsaj 10 % razliko v rasti s p-vrednostjo 0,05. 
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Slika 8: Agarna plošča formata 384. 
Figure 8: 384-format agar plate. 
 
 
3.10.3 Učinkovitost sporulacije 
 
Prekonočne kulture homozigotnih diploidnih sevov v gojišču YPD smo redčili do OD600 
0,2 in gojili do eksponentne faze rasti (30°C, 220 rpm). Nato smo jih prenesli v gojišče 
YPA z začetnim OD 0,5 in pod enakimi pogoji gojili vsaj še en celični cikel. Nato smo 
107 celic prenesli v sporulacijsko gojišče SPO++ in jih gojili pri 22°C in pri 220 rpm. 
Pri vsaki zamenjavi gojišča smo prejšnje gojišče odstranili z 2-kratnim spiranjem celic s 
sterilno vodo. Vsakih 24 ur smo zajeli mikroskopske slike in učinkovitost sporulacije 
izračunali kot razmerje med številom askov in nesporulirajočimi celicami. Prešteli smo 
vsaj 1000 celic. Rezultate smo statistično ovrednotili s testom Bonferroni. Kot 
statistično značilno razliko smo upoštevali vsaj 10 % razliko v sporulaciji s p-vrednostjo 
0,05. 
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4 REZULTATI 
 
4.1 POVEZANOST OSREDNJEGA OGLJIKOVEGA METABOLIZMA IN 
METABOLIZMA LIPIDOV 
 
Na podlagi predhodnih rezultatov transkriptomske analize mutante pex11Δ vemo, da 
PEX11 vpliva na izražanje genov RLF2 in HXK2, kadar so celice gojene na gojišču z 
visoko koncentracijo glukoze. Prav tako vemo, da Pex11 vpliva na izražanje gena 
ENO1, kadar oleinska kislina predstavlja vir ogljika (Petrovič, 2019). Ker je pri 
visokozmogljivih tehnikah določen delež rezultatov lažno pozitivnih, smo preverili 
ponovljivost rezultatov s posamično analizo genov. Da bi določili epistatske interakcije 
genov v genetski poti, v kateri PEX11 domnevno vpliva na izražanje genov vpletenih v 
glikolizo in tako povezuje lipidni in osrednji ogljikov metabolizem, smo v eksperimente 
poleg enojnih delecijskih mutant pex11Δ, hxk2Δ, rlf2Δ vključili tudi dvojne delecijske 
mutante pex11Δ hxk2Δ, pex11Δ rlf2Δ ter hxk2Δ rlf2Δ. 
 
 
4.1.1 Rastne krivulje 
 
Na podlagi fitnesa enojnih in dvojnih delecijskih mutant lahko posredno sklepamo o 
funkcijskih povezavah med geni. Zato smo celice gojili v gojišču YPD, kjer je glukoza 
glavni vir ogljika, do stacionarne faze rasti in izračunali generacijski čas mutant v 
eksponentni fazi rasti. Vsi sevi so imeli podoben generacijski čas (slika 9). Ne glede na 
to je bila napovedana vrednost generacijskega časa mutantne pex11Δ rlf2Δ, izračunana 
po multiplikativnem modelu, značilno nižja od dejanske vrednosti (p vrednost: 0,0271). 
Torej je mutanta pex11Δ rlf2Δ rastla hitreje od napovedi, kar kaže na pozitivno genetsko 
interakcijo med genoma RLF2 in PEX11.  
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Slika 9: Hitrost rasti mutant hxk2, rlf2 in pex11 v gojišču YPD. Prikazan je povprečen genercijski čas treh 
bioloških ponovitev normaliziran na sev divjega tipa (wt) in v modrem napovedana vrednost 
generacijskega časa pri dvojnih delecijskih mutantah. Ta je bila izračunana po multiplikativnem modelu 
na podlagi generacijskega časa enojnih delecijskih mutant. Povprečne vrednosti in napovedane vrednosti 
generacijskih časov so prikazane z intervali napak, ki predstavljajo standardno deviacijo (SD).  
Figure 9: Growth rates of hxk2, rlf2 and pex11 single and double deletion mutants. The columns represent 
the average generation time of three biological replicates normalized to the wild-type (wt) strain, and in 
blue the expected value of the generation time for the double mutants is shown. The average value error 
bars and the expected value error bars show standard deviation (SD). 
 
 
4.1.2 Izražanje genov RLF2 in ENO1 
 
Da bi raziskali molekularen mehanizem genetske interakcije med PEX11 in RLF2, smo 
v mutantah genov PEX11, HXK2 in RLF2 ter v sevu divjega tipa izmerili izražanje 
genov RLF2 in ENO1, kjer nam je slednji služil kot primer gena encimov glikolize. 
Izražanje genov smo merili z metodo qPCR. 
 
Vrednosti CT, ki odražajo količino mRNA pri qPCR, smo normalizirali na referenčna 
gena TFC1 in UBC6, s čimer smo dobili relativno izražanje genov RLF2 in ENO1. Da 
bi preverili stabilnost izražanja referenčnih genov in tako njuno primernost, smo 
preverili trend naraščanja in padanja njunih vrednosti CT v vseh vzorcih (slika 10). 
Izkazalo se je, da je trend v 25 vzorcih podoben. Dodatno smo s statističnim programom 
geNorm izmerili stabilnost obeh referenčnih genov (vrednost M), ki je bila pod 
vrednostjo 0,5, s čimer smo potrdili, da se oba gena v vzorcih izražata stabilno. 
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Slika 10: Vrednosti CT referenčnih genov TFC1 in UBC6 izmerjenih z metodo qPCR 
Figure 10: CT values of TFC1 and UBC6 genes measured with qPCR 
 
Slika 11 prikazuje relativno izražanje gena RLF2 v sevu divjega tipa ter enojnih in 
dvojnih delecijskih mutantah genov HXK2 in PEX11. Deleciji posameznih genov 
nekoliko znižata izražanje gena RLF2, vendar znižanje ni statistično značilno. Po drugi 
strani pa dvojna delecijska mutanta pex11Δ hxk2Δ v skladu z napovedano vrednostjo 
pomembno zniža relativno izražanje gena RLF2. Torej gena PEX11 in HXK2 vplivata 
na izražanje RLF2, ker pa je njun posamičen učinek majhen, se ga opazi le v primeru 
delecije obeh genov. 
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Slika 12: Relativno izražanje gena ENO1. Prikazano je povprečno relativno izražanje ENO1 na podlagi 
treh bioloških ponovitev. Vrednosti so normalizirane na sev divjega tipa (wt). Modra črtica prikazuje 
napovedano vrednost relativnega izražanja gena ENO1, ki je produkt relativnega izražanja gena enojnih 
mutant (multiplikativni model). Povprečno relativno izražanje in napovedana vrednost sta prikazani s 
standardno devijacijo. *: p < 0,05; **: p < 0,005. 
Figure 12: Relative expression of ENO1 gene. The average relative expression of ENO1 in wild type 
strain and in deletion mutants is shown, based on three biological replicates. The values are normalized to 
the wild type strain. In blue, the multiplicative expected value of RLF2 relative expression is shown. The 
average value error bars and the expected value error bars show SD. *:p < 0,05; **: p < 0,005. 
 
 
4.2 PROTEIN Pex11 IN KOMPLEKS ERMES 
 
4.2.1 Proteinske interakcije med Pex11 in komponentami kompleksa ERMES 
 
V predhodni študiji naše skupine so ugotovili, da delecija genov za mitohondrijski 
komponenti (Mdm34, Mdm10) ali citosolne komponente (Mdm12) kompleksa ERMES 
vplivajo na lokalizacijo proteina Pex11. Da bi preverili, ali je spremenjena lokalizacija 
Pex11 posledica odsotnosti fizičnih interakcij med Pex11 in komponentami kompleksa 
ERMES, smo z metodo MYTH preverili proteinske interakcije med Pex11 in Mdm10, 
Mdm12 ter Mdm34. Membranske proteine (Pex11, Mdm10 in Mdm34) smo označili s 
Cub in tako uporabli kot vabe v kombinaciji s proteini, ki smo jih označili z Nub 
(Pex11, Mdm10, Mdm12, Mdm34). Dejstvo, da Pex11 tvori homodimere (Marshall in 
sod., 1996; Mindthoff in sod., 2016), smo izkoristili za pozitivno kontrolo. Kombinacije 
plazmidov z vabo in plenom smo transformirali v reporterski sev NMY51. V primeru 
interakcije se sproži prepis reporterskih genov, ki omogočajo rast seva NYM51 na 
selekcijskem gojišču. Ker le to vsebuje X-gal in je eden izmed reporterskih genov gen 
za β-galaktozidazo, so kolonije pri pozitivnem rezultatu modro obarvane.  
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kombinacijo proteinov Mdm10 in Pex11. Mikroskopijo je izvedla Mojca Mattiazzi 
Ušaj. V primeru Mdm34 in Pex11 je signal prisoten, pri kombinaciji proteinov Mdm10 
in Pex11 pa je popolnoma odsoten. Tako smo z neodvisno metodo potrdili proteinsko 
interakcijo med Pex11 in Mdm34 (Mattiazzi Ušaj in sod., 2015). 
 
 
Slika 14: Fizična interakcija med Pex11 in Mdm34, testirana z metodo BiFC (Mattiazzi Ušaj in sod., 
2015: 2081). N-konec proteina Pex11 smo označili z N-koncem fluorescenčnega proteina Venus (VN). C-
konec proteinov Mdm10 in Mdm34 pa smo označili s C-koncem proteina Venus (VC). Kombinacijo 
proteinov Pex11 in Mdm10 smo uporabili kot negativno kontrolo. Črtica označuje 5 µm. 
Figure 14: The physical interaction of Pex11 and Mdm34, confirmed using the BiFC method (Mattiazzi 
Ušaj et al., 2015: 2081). Pex11 was N-terminally tagged with N-terminus (VN), whereas the C-terminus 
of Venus (VC) was used to tag Mdm10 and Mdm34 C-terminally. The combination of Pex11 and Mdm10 
was used as a negative control. Scale bars represent 5 μm.  
 
 
4.2.2 Kolokalizacija peroksisomov in mitohondrijev 
 
Iz literature je znano, da se v celicah v eksponentni fazi rasti na glukozi kot edinemu 
viru ogljika približno ena tretjina peroksisomov nahaja v neposredni bližini kompleksa 
ERMES (Cohen in sod., 2014). Da bi ugotovili, ali ima interakcija Pex11-Mdm34 vlogo 
pri tej razporeditvi, smo preverili kolokalizacijo peroksisomov in kompleksa ERMES v 
mutanti pex11Δ in sevu divjega tipa. Kot označevalec peroksisomov smo uporabili 
hibridni protein Pex14-GFP, kompleks ERMES pa smo označili s hibridnim proteinom 
Mdm34-mCherry. Mikroskopijo je izvedel Heimo Wolinski na Inštitutu molekularnih 
bioznanosti Univerze v Gradcu. Na sliki 15 A sta prikazani sliki z zelenim 
fluorescenčnim signalom Pex14-GFP in rdečim fluorescenčnim signalom Mdm34-
mCherry. Prikazana je tudi spojena slika, kjer v primeru kolokalizacije peroksisomov in 
kompleksa ERMES vidimo zlitje rdečega in zelenega signala v obliki rumenega signala. 
V sevu divjega tipa je, v skladu s podatki iz literature, 30 % peroksisomov 
kolokaliziralo s kompleksom ERMES (slika 15 B). Ta odstotek se je znižal na 15 % v 
mutanti pex11Δ. Na podlagi tega lahko sklepamo, da so peroksisomi in mitohondriji 
fizično povezani preko Pex11, ki se nahaja na membrani peroksisomov, in Mdm34, ki 
se v kompleksu ERMES nahaja na zunanji membrani mitohondrijev (Mattiazzi Ušaj in 
sod., 2015). 
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Slika 15: Kolokalizacija mitohondrijev in peroksisomov v sevu divjega tipa (wt) in pex11Δ delecijski 
mutanti (Mattiazzi Ušaj in sod., 2015: 2082). (A) Fluorescenčna mikroskopija s Pex14-GFP označenimi 
peroksisomi in z Mdm34-mCherry označenim kompleksom ERMES. Črtica označuje 5 µm. (B) Odstotek 
peroksisomov, označenih z Pex14-GFP, ki kolokalizirajo s kompleksom ERMES, označenim z Mdm34-
mCherry. 
Figure 15: Co-localization of mitochondria and peroxisomes in the wild type strain cells and in the 
pex11Δ deletion mutant cells (Mattiazzi Ušaj et al., 2015: 2082). (A) Fluorescent microscopy of 
peroxisomes tagged with Pex14-GFP and ERMES complex tagged with Mdm34-mCherry. Scale bar 
represent 5 μm. (B) The percentage of PEX14-GFP tagged peroxisomes co-localizing with Mdm34-
mCherry tagged ERMES complex. 
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4.3 KOPIČENJE ZALOŽNIH LIPIDOV 
 
Na strani lipidnih kapljic smo preučevali genetske dejavnike kopičenja založnih lipidov 
v sevih AWRI1631 in S288c. V predhodni študiji je naša skupina s pomočjo metode X-
QTL odkrila številne QTL, znotraj katerih je predlagala gene MKT1, PHO23, RML2 in 
PIG1 kot potencialne vzročne gene, katerih polimorfizmi bi lahko pojasnili različno 
sposobnost kopičenja založnih lipidov sevov AWRI1631 in S288c. Namen doktorske 
naloge je bil overiti te gene kot resnične vzročne gene kopičenja založnih lipidov. Poleg 
tega smo želeli odkriti dodatne genetske elemente kopičenja založnih lipidov v sevih 
AWRI1631 in S288c. Na strani seva z bolj izraženo lastnostjo smo uporabljali kongena 
seva AWRI1631 in AWRI1633, ki se razlikujeta le v paritvenem tipu. Na strani seva z 
manj izraženo lastnostjo pa smo delali s sevi BY4741, BY4742 in Y7092, ki so izogeni 
sevu S288c. Zaradi lažje sledljivosti smo jih v besedilu poimenovali poenoteno sev 
S288c. V materialih in metodah pa je njihova uporaba natančno navedena.  
 
 
4.3.1 Visokozmogljivo določanje založnih lipidov  
 
Visokozmogljivo metodo določanja založnih lipidov smo razvili, da smo lahko izmerili 
vsebnost založnih lipidov segregantam prve generacije križanja sevov AWRI1631 in 
S288c ter šestim generacijam segregant linije AWRI-PK in linije S288c-PK, ki smo jih 
pridobili s povratnim križanjem (slika 7). Da smo lahko analizirali čim večje število 
segregant hkrati, smo gojenje celic in meritve založnih lipidov opravili v mikrotitrskih 
ploščah. Vsebnost založnih lipidov smo celicam določili v stacionarni fazi rasti, v kateri 
je količina založnih lipidov najvišja (Kurat in sod., 2006). Založne lipide smo barvali z 
barvilom nilsko rdeče s končno koncentracijo v gojišču 5 µg/mL (Sitepu in sod., 2012). 
Ker ima barvilo nilsko rdeče širok spekter vzbujanja in emisije in ker lahko z njim 
barvamo nevtralne založne lipide in polarne fosfolipide odvisno od izbranih valovnih 
dolžin, smo založne lipide merili tako, da smo celice vzbujali z valovno dolžino 510 nm 
in merili emisijo pri 585 nm (slika 4). S tem smo vzbujali barvilo nilsko rdeče in merili 
fluorescenco pri optimalnih valovnih dolžinah za nevtralne založne lipide, hkrati pa smo 
minimalizirali zajemanje fluorescence barvila nilsko rdeče vezanega na polarne 
fosfolipide. Testirali smo različne čase barvanja, pri čemer se je izkazalo, da dobimo po 
25 minutnem barvanju maksimalne vrednosti fluorescence. Z različnim OD600 
starševskih sevov S288c in AWRI1631 smo preverili primerno celično gostoto (slika 
16). Ugotovili smo, da je OD600 nižji ali enak 0,6, fluorescenca linearno odvisna od 
gostote celic. Pri tem je korelacija za starševski sev AWRI1631 nekoliko nižja, kar je 
tudi pričakovano, saj sev močno agregira. 
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Slika 16: Fluorescenca celic sevov S288c (A) in AWRI1631 (B), barvanih z barvilom nilsko rdeče, v 
odvisnosti od OD600. Seva sta gojena v mikrotitrskih ploščah v minimalnem gojišču do stacionarne faze 
rasti. 
Figure 16: Fluorescence of S288c and AWRI1631 cells stained with Nile red as a function of OD600. The 
strains are grown in 96-well plates in minimal medium until stationary phase. 
 
Ker se barvilo veže tako na polarne fosfolipide v membranah in na nevtralne založne 
lipide v lipidnih kapljicah, smo preverili, da se po 25 minutah barvanja barvilo dejansko 
nahaja v lipidnih kapljicah. V ta namen smo seva AWRI1631 in S288c po barvanju z 
barvilom nilsko rdeče tudi mikroskopsko pregledali. Na sliki 17 je vidno, da so v obeh 
sevih po 25 minutah barvanja dejansko obarvane lipidne kapljice. 
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Slika 17: Lipidne kapljice v sevih AWRI1631 (levo) in S288c (desno), barvanih z barvilom nilsko rdeče. 
Slike so zajete po 25 minutnem barvanju. Kulture so gojene v minimalnem gojišču do stacionarne faze 
rasti. Črtica označuje 5 µm 
Figure 17: Lipid droplets in strains AWRI1631 (left) and S288c (right) stained with the Nile red dye. The 
images were taken after staining for 25 minutes. The cultures were grown in minimal medium until 
stationary phase. Scale bars represent 5 μm. 
 
Ker podajamo vsebnost založnih lipidov kot fluorescenco normalizirano na optično 
gostoto (enačba 1, poglavje 3.8), ki je lahko pri agregirajočih celicah zmotna, smo v 
vseh analizah izključili agregirajoče segregante križanja sevov AWRI1631 in S288c. 
Segregante smo v mirkotitrski plošči razporedili, kot je prikazano na sliki 18. Vsaka 
plošča je v robnih luknjicah vsebovala samo gojišče (slepa kontrola), v notranjih 
luknjicah pa po eno ponovitev vsake segregante ter po štiri ponovitve kontrolnih sevov 
S288c, AWRI1631 in segregante B11. Segreganta B11 je segreganta generacije F1 
križanja sevov S288c in AWRI1631, za katero se je izkazalo, da ima zelo visoko 
vsebnost založnih lipidov in relativno ponovljiv fenotip. To so potrdili tudi z analizo 
založnih lipidov s tehniko TLC (angl. Thin-Layer Chromatography), ki so jo izvedli na 
Inštitutu molekularnih bioznanosti Univerze v Gradcu. Sev S288c in segreganta B11 sta 
bila uporabljena za kalibracijo, tako da so bili rezultati različnih plošč primerljivi med 
seboj.  
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Slika 18: Prikaz razporeditve sevov v mikrotitrski plošči za visokozmogljivo določanje založnih lipidov 
(Zgonc, 2018: 26). Siva: prostor za slepo kontrolo; modra: sev S288c; črna: sev AWRI1631; rdeča: 
segreganta B11; bela: testirane segregante. 
Figure 18: Schematic presentation of strain distribution in a 96-well plate used for high-throughput lipid 
content determination. Grey: blank; blue: strain S288c; black: strain AWRI1631; red: B11 segregant; 
white: tested segregants. 
 
V naslednjem koraku smo preverili ponovljivost metode. Za ta namen smo izbrali 
segregante z nižjo vsebnostjo založnih lipidov kot starševski sev S288c, z višjo 
vsebnostjo založnih lipidov kot starševski sev AWRI1631 in z vmesno vsebnostjo ter 
ponovili analizo. Na sliki 19 lahko vidimo, da imajo segregante z višjo vsebnostjo 
založnih lipidov kot sev AWRI1631 ponovljivo višji lipiden fenotip (slika 19 A). Enako 
velja za segregante z nižjo vsebnostjo založnih lipidov kot sev S288c oziroma za 
segregante z vmesno vsebnostjo založnih lipidov – oboje imajo ponovljivo nizke 
vrednosti oziroma ponovljivo vmesne vrednosti fenotipa (slika 19 B in C). Tako se je 
metoda izkazala primerno za visokozmogljivo določanje vsebnosti založnih lipidov, na 
podlagi katere izvedemo nabor segregant z ekstremno visoko vsebnostjo založnih 
lipidov. Nekatere segregante (označene s puščico) pa imajo, kljub temu da ne 
agregirajo, bodisi izredno veliko standardno deviacijo, bodisi padejo izven ranga, v 
katerem so se prej nahajale, in imajo tako neponovljiv lipiden fenotip. 
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Slika 19: Ponovljivost lipidnega fenotipa lipidnega fenotipa. Ponovljena analiza vsebnosti založnih 
lipidov segregant z višjo vsebnostjo založnih lipidov kot starševski sev AWRI1631 (A), z nižjo 
vsebnostjo kot starševski sev S288c (B) in z vmesno vsebnostjo (C). Prikazani so rezultati fluorescence, 
normalizirani na OD600, kot mere za vsebnost založnih lipidov. Intervali napak prikazujejo SD vsaj dveh 
ali treh bioloških ponovitev. Puščice kažejo na segregante z neponovljivimi meritvami. Prazne pike 
prikazujejo povprečno vsebnost založnih lipidov segregant, modra pika prikazuje povprečno vsebnost 
založnih lipidov starševskega seva S288c, črna pika prikazuje povprečno vsebnost založnih lipidov 
starševskega seva AWRI1631 in rdeča pika povprečno vsebnost založnih lipidov segregante B11 
Figure 19: Reproducibility of lipid phenotype. Repeated analysis of neutral lipid content determination of 
segregants with higher neutral lipid content than AWRI1631 parental strain (A), with lower neutral lipid 
content than S288c parental strain (B) and with intermediate neutral lipid content (C). The results 
represent neural lipid content as a measurement of fluorescence normalized to OD600. The error intervals 
show SD of two or three biological replicates. The arrows point at segregants with no-reproducible 
measurements. Unfilled dots represent the average neutral lipid content of segregants, the blue dot 
represents the average neutral lipid content of S288c strain, the black dot represents the average neutral 
lipid content of AWRI1631 strain and the red dot represents the average neutral lipid content of the B11 
segregant.  
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Z neponovljivimi meritvami pa se nismo srečevali le pri segregantah ampak tudi pri 
sevu AWRI1631 (poglavje 4.3.1.1). Sev AWRI1631 močno agregira, zaradi tega so 
verjetno meritve OD600 vprašljive. Po drugi strani pa smo izbrali segregante, ki ne 
agregirajo, tako ne moremo pripisati neponovljivih meritev le agregaciji. Poleg tega so 
se z enakimi težavami srečevali pri analizi založnih lipidov s tehniko TLC, kjer 
normalizirajo razultate na suho maso celic (neobjavljeni rezultati skupine Inštituta 
molekularnih bioznanosti Univerze v Gradcu). Tako predvidevamo, da je 
neponovljivost meritev v veliki meri tudi biološke narave. Zaradi tega smo uvedli 
kriterije, ki so nam služili kot kontrola bioloških razmer: 
 
- Pri vsaki meritvi je moralo biti razmerje povprečnih vsebnosti založnih lipidov 
starševskih sevov AWRI1631 in S288c vsaj 1,3 ali višje; 
- Standardne deviacije založnih lipidov sevov S288c in AWRI1631 se niso smele 
prekrivati; 
- Maksimalna vrednost vsebnosti založnih lipidov seva S288c je morala biti manjša 
kot minimalna vrednost vsebnosti založnih lipidov seva AWRI1631.  
 
 
4.3.1.1 Visokozmogljivo določanje založnih lipidov segregantam generacije F1 
 
Analizirali smo vsebnost založnih lipidov 2291 segregantam generacije F1 križanja 
sevov AWRI1631 in S288c. Glede na vsebnost založnih lipidov smo segregante 
razporedili v 100 razredov, kjer je vsebnost založnih lipidov naraščala od 1. do 100. 
razreda (slika 20). Pri vsaki meritvi so imeli vsi razredi enak interval založnih lipidov 
oziroma so bili enako široki. Razrede smo ustvarili na podlagi vsebnosti založnih 
lipidov sevov S288c in B11. Privzeli smo, da je sev S288c vedno uvrščen v 17. razred 
(označen z modro črto), segreganta B11 pa v 46. razred (označen z rdečo črto). Kot 
omenjeno, se je za starševski sev AWRI1631 izkazalo, da ima neponovljiv lipiden 
fenotip, in sicer je bil razporejen v razrede 22 do 34, v povprečju pa v 27. razred, ki je 
označen s črno črto.  
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Slika 20: Porazdelitev vsebnosti založnih lipidov 2291 segregant generacije F1 križanja sevov 
AWRI1631 in S288c določene z barvanjem z barvilom nilsko rdeče (Zgonc, 2018: 33). Segregante so bile 
glede na vsebnost založnih lipidov razporejene v razrede, ki smo jih oblikovali tako, da sta bila kontrolna 
seva S288c in B11 vedno v 17. oziroma 46. razredu. Vsebnost založnih lipidov narašča od 1. do 100. 
razreda. Modra črta (17. razred): segregante z vsebnostjo založnih lipidov kot starševski sev S288c; črna 
črta (27. razred): segregante z vsebnostjo založnih lipidov kot starševski sev AWRI1631; rdeča črta (46. 
razred): segregante z vsebnostjo založnih lipidov kot segreganta B11. 
Figure 20: Distribution of neutral lipid content of 2291 F1 segregants of AWRI1631 and S288c crossing 
(Zgonc, 2018: 33) based on Nile red staining. The segregants were distributed into 100 classes based on 
neutral lipid content. The classes were constructed so that the control strains S288c and B11 fell into the 
17th and 46th class, respectively. The neutral lipid content of segregants increases from the 1st to the 100th 
class. Blue line (17th class): segregants with similar neutral lipid content than the S288c parental strain; 
black line (27th class): segregants with similar neutral lipid content than the AWRI1631 parental strain; 
red line (46th class): segregants with similar neutral lipid content than the B11 segregant. 
 
Porazdelitev vsebnosti založnih lipidov segregant generacije F1 je pomaknjena k višjim 
vsebnostim založnih lipidov, kar kaže na asimetrično Gaussovo porazdelitev (slika 20). 
Kljub temu je 22,5 % segregant imelo nižjo vsebnost lipidov kot starševski sev S288c, 
22,5 % segregant višjo vsebnost založnih lipidov kot starševski sev AWRI1631 in 55 % 
segregant vmesno vsebnost (slika 21).    
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4.3.1.2 Odkrivanje dodatnih genetskih elementov visoke vsebnosti založnih lipidov 
 
Da bi odkrili morebitne dodatne genetske elemente, ki prispevajo k visoki vsebnosti 
založnih lipidov, smo izvedli povratno križanje. Prav tako nam je ta metoda služila za 
potrditev že odkritih QTL, katerih del so MKT1, PHO23, PIG1 in RML2. Ker vsebuje 
starševski sev S288c z nizko vsebnostjo založnih lipidov tudi genetske elemente, ki 
pozitivno vplivajo na založne lipide, smo povratno križanje poleg s sevom AWRI1631 
izvedli tudi s sevom S288c. Izvedli smo sedem generacij povratnega križanja ter tako 
ustvarili liniji S288c-PK in AWRI-PK (slika 7), kjer smo v vsaki generaciji obeh linij 
izbrali in analizirali vsaj 189 segregant, ki niso agregirale. V vsaki generaciji smo 
izbrali segreganto z visoko vsebnostjo založnih lipidov (50 % višjo vsebnost kot 
starševski sev S288c) in jo ponovno križali s starševskim sevom dotične linije 
povratnega križanja. Pri tem je bila v generaciji F1 izbrana skupna segreganta za obe 
liniji. Pomemben kriterij za segreganto, izbrano za povratno križanje je bila 
ponovljivost meritev. Zato smo v vsaki generaciji segregantam z visoko vsebnostjo 
založnih lipidov ponovno izmerili vsebnost založnih lipidov. Tokrat smo na ploščo 
vključili vsaj dve biološki ponovitvi segregant. 
 
Na sliki 22 lahko vidimo, da je porazdelitev vsebnosti založnih lipidov segregant 
generacije F7 linije AWRI-PK v primerjavi z generacijo F1 pomaknjena k višjim 
vsebnostim založnih lipidov, kar sovpada z dvigom povprečne vsebnosti založnih 
lipidov za 35 %. Po drugi strani so segregante generacije F7 linije S288c-PK 
razporejene v glavnem okoli 17. razreda, kar sovpada z vsebnostjo lipidov starševskega 
seva S288c. Kljub temu tu v primerjavi z generacijo F1 ne zaznamo padca v povprečni 
vsebnosti založnih lipidov, kar je posledica prisotnosti segregant, ki so razporejene v 
razrede 23 do 40.  
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vsebnost založnih lipidov te generacije posledično podobna generaciji F1. V obeh 
linijah lahko opazimo nižjo prisotnost segregant, ki segajo preko 46. razreda. Te so 
praktično omejene le na generacijo F3 in F4 linije AWRI-PK. Po eno segreganto preko 
46. razreda najdemo še v generaciji F2 linije AWRI-PK in generaciji F6 linije S288c-
PK. Prav tako je pomaknjena vsebnosti založnih lipidov segregant k višjim vrednostim, 
ki je značilna za generacijo F1, prisotna le v generaciji F6 in F7 linije S288c-PK ter v 
generaciji F3 in F4 linije AWRI-PK. 
 
A 
 
                                                         Slika 23 se nadaljuje. 
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Slika 23: Vsebnost založnih lipidov sedmih generacij povratnega križanja linije S288c-PK (A) in linije 
AWRI-PK (B). Modra črta (17. razred): segregante z vsebnostjo založnih lipidov kot starševski sev 
S288c; črna črta (27. razred): segregante z vsebnostjo založnih lipidov kot starševski sev AWRI1631; 
rdeča črta (46. razred): segregante z vsebnostjo založnih lipidov kot segreganta B11. V prvi generaciji 
smo analizirali 2291 segregant, medtem ko smo v generacijah od F2 do F7 analizirali vsaj 189 segregant. 
V vsaki generaciji obeh linij smo izbrali segreganto z visoko vsebnostjo založnih lipidov in ponovljivim 
fenotipom, ki smo jo ponovno križali s starševskim sevom dotične linije. Pri generacijah od F2 do F7 je 
prikazan odstotek dviga oziroma padca povprečne vsebnosti založnih lipidov generacije v primerjavi z 
generacijo F1.  
Slika 23 se nadaljuje. 
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Figure 23: Neutral lipid content of seven backcrossing generations of S288c-PK (A) and AWRI-PK (B) 
lineages. Blue line (17th class): segregants with similar neutral lipid content than the S288c parental 
strain; black line (27th class): segregants with similar neutral lipid content than the AWRI1631 parental 
strain; red line (46th class): segregants with similar neutral lipid content than the B11 segregant. In the 
first generation 2291 segregants were analyzed, while in the F7 generations at least 189 segregants were 
analyzed. In each generation of both lineages we selected a segregant with high neutral lipid content and a 
reproducible phenotype and backcrossed it with the lineage prenatal strain. In the F2 till F7 generation the 
increase or decrease of the average neutral lipid content compared the F1 generation is shown. 
 
V generaciji F7 v liniji AWRI-PK segregante v povprečju vsebujejo le še 0,78 % 
genoma starševskega seva S288c in obratno, v liniji S288c-PK le še 0,78 % genoma 
starševskega seva AWRI1631. Da bi znotraj teh 0,78 % genoma odkrili dodatne 
genetske elemente starševskih sevov, ki pomembno prispevajo k višji vsebnosti 
založnih lipidov, smo segregantama generacije F7 obeh linij z najvišjo vsebnostjo 
založnih lipidov določili celotno zaporedje DNA genoma. Poleg tega smo med 43. 
segregantami generacije F1 z ekstremno visoko vsebnostjo založnih lipidov določili 
celotno zaporedje DNA genoma tistim, katerih varianta alelov kandidatnih vzročnih 
genov je odstopala od pogostejše variante alelov odkritih z genotipizacijo (slika 21; 
MKT1AWRI, PHO23AWRI, PIG1AWRI, RML2S288c). Tako smo v segregantah generacije F7 
odkrili 12 potencialnih dodatnih AWRI QTL in zanimivo kar 11 potencialnih dodatnih 
S288c QTL, ki vplivajo na vsebnost založnih lipidov. Med njimi smo potrdili le QTL, ki 
vsebuje gen PIG1, medtem ko QTL, ki prekrivajo RML2, PHO23 oziroma MKT1, 
nismo potrdili. Poravnava genomov in analiza QTL je bila v celoti narejena s strani 
Ceneta Gostinčarja iz Biotehniške fakultete Univerze v Ljubljani.  
 
 
4.3.2 Dokazovanje vzročnosti alelov 
 
Da bi dokončno overili gene MKT1, PHO23, PIG1 in RML2 kot vzročne gene visoke 
vsebnosti založnih lipidov, smo ustvarili mutante z enojnimi delecijami in 
kombinacijami večkratnih delecij dotičnih genov v sevih AWRI1631 in S288c. Poleg 
tega smo izvedli zamenjavo alelov med sevoma S288c in AWRI1631. Alele vseh štirih 
kandidatnih genov seva AWRI1631 smo prenesli v sev S288c ter tako ustvarili sev 
S288c z enojnimi zamenjavami alelov. Ker pa se je na podlagi genotipizacije segregant 
generacije F1 z visoko vsebnostjo založnih lipidov alel S288c gena RML2 izkazal kot 
superioren, smo vnesli alel S288c tudi v sev AWRI1631.  
 
Pri konstrukciji mutant z zamenjanim alelom smo uporabili več strategij, pri čemer so 
vse temeljile na homologni rekombinaciji v kvasovki. Pri tem se je kot najbolj uspešna 
izkazala metoda CRISPR-Cas9. Uporabili smo dve različici te variante, neposredna 
zamenjava alela ter posredna zamenjava alela, pri čemer smo endogen alel najprej 
izbrisali od start do stop kodona, nato pa vnesli drugo oziroma heterologno varianto 
alela. Slednji pristop se je izkazal za zelo uspešnega, saj je do 90 % testiranih kolonij 
vsebovalo želeno spremembo. 
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Za vsako delecijsko mutanto in mutanto z zamenjanim alelom smo naredili rastno 
krivuljo v tekočem gojišču YPD v mikrotitrski plošči. Z izjemo mutant gena RML2 
delecija in zamenjava alelov ostalih genov ni imela vpliv na rast celic. Mutante z 
delecijo gena RML2 (S288c rml2Δ, AWRI1631 rml2Δ) in zamenjavo alela RML2, kjer 
smo predhodno izbrisali endogen alel RML2 (S288c RML2AWRI) pa so kazale precejšen 
rastni defekt (slika 24).  
 
A 
 
B 
 
Slika 24: Rastne krivulje sevov S288c (A) in AWRI1631 (B) z RML2 delecijo ali zamenjavo alela RML2 
na bogatem gojišču. Sevi so bili gojeni v mikrotitrski plošči. * – sev je pridobljen s križanjem s kongenim 
sevom s funkcionalnimi mitohondriji.  Prikazana je reprezentativna krivulja. 
Figure 24: Growth curves of S288c (A) and AWRI (B) strains with RML2 deletion or RML2 allele swap 
on rich medium. The strains were grown in 96-well plates. * – the strain in constructed with crossing with 
the congenic strain with functional mitochondria. Representative growth curves are shown.  
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Zamenjavo alela v sevu S288c smo najprej dosegli tako, da smo endogeni alel izbrisali. 
Ker je Rml2 del velike enote mitohondrijskih ribosomov in ker literatura poroča, da 
okvara proteina onemogoči respiracijo (Pan in Mason, 1997), smo preverili rast na 
gojišču YPLac, ki vsebuje laktat kot nefermentativen vir ogljika (slika 25). Po 
pričakovanju se je izkazalo, da seva S288c in AWRI1631 z delecijo gena RML2 nista 
sposobna rasti na tem gojišču. Prav tako sev S288c z zamenjanim alelom RML2, kjer 
smo predhodno izbrisali endogen alel, ni bil sposoben rasti na gojišču z laktatom, kar je 
skladno z literaturo (Pan in Mason, 1997). Zato smo spremenili strategijo konstrukcije 
mutant z zamenjanim alelom RML2. Lotili smo se križanja, kjer smo sev z zamenjanim 
oziroma heterolognim alelom, in hkrati tudi brez funkcionalnih mitohondrijev, križali s 
kongenim sevom s funkcionalnimi mitohondriji. Ideja je bila, da je diploiden sev 
ponovno sposoben respiracije, saj je pridobil funkcionalne mitohondrije s strani 
kongenega seva, ki se nato prenesejo na segregante. Po sporulaciji diploidnega seva 
smo izbrali segreganto z želenim oziramo heterolognim alelom RML2 in preverili rast 
na gojišču YPD, z glukozo kot glavnim virom ogljika, in  na gojišču YPLac. Kot je 
razvidno iz slike 24 in slike 25, seva AWRI in S288c s heterolognim alelom RML2 
pridobljenim s križanjem ne kažeta znižane stopnje rasti na bogatem gojišču YPD, prav 
tako pa sta sposobna rasti na gojišču YPLac.  
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4.4 PRESEJALNA ŠTUDIJA: UČINEK GENA MKT1 
 
Kljub temu, da se je gen MKT1 pri kopičenju založnih lipidov izkazal za 
nepomembnega, je za nas zanimiv z vidika poligenskih lastnosti, saj je pleiotropen. V 
analizah QTL med sevom linije S288c in sevom, ki ne izhaja iz linije sevov S288c, je 
bil najden kot del QTL ali kot vzročen gen številnih lastnosti. V večini poligenskih 
lastnosti je bil alel MKT1 linije sevov S288c (MKT1S288c) inferioren v primerjavi z 
alelnimi variantami sevov, ki ne izhajajo iz linije sevov S288c (MKT1ne-S288c) (Anderson 
in sod., 2010; Bloom in sod., 2013; Demogines in sod., 2008; Deutschbauer in Davis, 
2005; Dimitrov in sod., 2009; Ehrenreich in sod., 2010; Gagneur in sod., 2013; Gou in 
sod., 2019; Sinha in sod., 2006; Swinnen in sod., 2012b). Alel MKT1S288c je poseben, saj 
vsebuje na proteinski ravni na 30. in 453. mestu aspartat in lizin, medtem ko vsebujejo 
aleli MKT1ne-S288c glicin in arginin (Peter in sod., 2018). Prav zaradi spremembe 
aminokisline na 30. mestu pa naj bi bil protein Mkt1S288c neaktiven (Gupta in sod., 
2015; Swinnen in sod., 2012b; Yang in sod., 2013). Medtem ko je bilo v objavljenih 
študijah vključenih veliko pogojev rasti, kjer je vsak pogoj predstavljal poligensko 
lastnost, je bilo število testiranih genetskih ozadij omejeno.  
 
Da bi razumeli, ali je učinek alelnih variant gena MKT1 odvisen tudi od genetskega 
ozadja, smo izvedli presejalno študijo, v katero smo vključili štiri genetsko različne 
seve. Vključili smo sev S288c ter tri seve, ki ne izhajajo iz linije sevov S288c: 
AWRI1631, RM11_1a, ki je bil uporabljen v številnih študijah QTL, in SK1, ki je bil 
uporabljen v raziskavah sporulacije (Brem in sod., 2002; Schacherer in sod., 2007). Sevi 
AWRI1631, RM11_1a in SK1 vsebujejo za alel MKT1ne-S288c specifični aminokislini 
30G in 453R (Peter in sod., 2018). Preverili smo rast sevov pod 10 pogoji rasti 
(odpornost proti različnim spojinam, rast na različnih alternativnih virih ogljika) ter 
učinkovitost sporulacije. Pri testiranih lastnostih je bil MKT1 bodisi najden kot del 
QTL, vendar njegova vpletenost v lastnost še ni bila eksperimentalno dokazana (Bloom 
in sod., 2013; Gagneur in sod., 2013), bodisi je bil vpliv alelne variante testiran le na 
enem genetskem ozadju (Demogines in sod., 2008; Deutschbauer in Davis, 2005; 
Swinnen in sod., 2012b). Učinek alelnih variant smo testirali tako, da smo v sev S288c 
vnesli alel MKT1 seva AWRI1631, ki je predstavljal alel MKT1ne-S288c, v ostale seve pa 
smo vnesli alel MKT1S288c in primerjali rast oziroma učinkovitost sporulacije vsakega 
seva z različnima aleloma MKT1. Pri tem je v sevih AWRI1631, RM11_1a, in SK1 
njihov endogen alel predstavljal MKT1ne-S288c (slika 26). Teste rasti smo izvedli z 
redčinami na agarnih ploščah in meritvijo velikosti kolonij v končni točki.  
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V primeru rasti na fruktozi ali laktozi kot edinemu viru ogljika je bila rast sevov 
nespremenjena, ne glede na to, kateri alel MKT1 so vsebovali (slika 26 A, priloga A1). 
V primeru odpornosti proti etanolu (EtOH), rasti na EtOH kot edinemu viru ogljika, 
odpornosti proti 4-NQO in učinkovitosti sporulacije je bil alel MKT1S288c v primerjavi z 
MKT1ne-S288c neugoden v sevu S288c kot tudi v ostalih sevih: AWRI1631, RM11_1a in 
SK1 (slika 26 A, priloga A2). V primeru sporulacije smo testirali le seva SK1 in 
AWRI1631. Seva S288c nismo vključili, saj je učinek alela MKT1 na sporulacijo v tem 
genetskem ozadju že podrobno raziskan v drugih študijah (Deutschbauer in Davis, 
2005; Gupta in sod., 2015). 
 
Nadalje, zamenjava alela MKT1 je na gojišču z maltozo ali rafinozo kot edinem viru 
ogljika imela učinek le v sevu S288c, kjer je bil MKT1S288c v primerjavi z MKT1ne-S288c 
neugoden (slika 26 A, priloga A3). V ostalih sevih zamenjava alela MKT1 ni imela 
učinka na rast.  
 
Alel MKT1S288c je v primerjavi z alelom MKT1ne-S288c ugodno vplival na rast seva S288c 
ob prisotnosti rapamicina, kar je v skladu z navedbami v literaturi (slika 26 A, priloga 
A4) (Gagneur in sod., 2013). Presenetljivo pa to ni držalo za seve, ki ne izhajajo iz linije 
sevov S288c. V primeru AWRI1631, RM11_1a in SK1 je bil alel MKT1S288c neugoden, 
endogeni MKT1ne-S288c pa ugoden. Torej se je v primeru odpornosti proti rapamicin 
endogeni alel izkazal za ugodenega ne glede na testiran sev.  
 
Učinek alelov MKT1 smo testirali tudi na gojišču z glicerolom kot edinim virom ogljika 
in na gojišču z dodatkom kofeina (slika 26 A in B, priloga A5). V prvem primeru smo 
opazili negativen učinek MKT1S288c le v sevu RM11_1a, medtem ko zamenjava alela v 
ostalih treh sevih ni vplivala na rast celic (slika 26 B). Ko smo seve testirali za rast ob 
prisotnosti kofeina, je bil MKT1S288c neugoden le za sev RM11_1a, v drugih sevih pa se 
je ta alel izkazal za ugodnega. Torej je bil učinek alelov MKT1 pri teh dveh rastnih 
pogojih odvisen od testiranega seva. 
 
Skupaj smo dobili 4 vrste lastnosti, kjer je imela zamenjava alela MKT1 učinek:  
1.) Alel MKT1S288c je neugoden ne glede na testiran sev; 
2.) zamenjava alela ima učinek le v sevu S288c, kjer je bil alel MKT1S288c tudi 
neugoden; 
3.) endogeni alel MKT1 je ugoden ne glede na testiran sev; 
4.) učinek alelne variante MKT1 je specifičen za testiran sev. 
 
 
Da bi preverili, ali je protein Mkt1S288c dejansko neaktiven zaradi spremembe G30D, 
smo v presejalno študijo vključili tudi delecijske mutante mkt1Δ sevov S288c, 
AWRI1631, RM11_1a in SK1 in mutante sevov AWRI1631 in S288c z zamenjavami 
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30. aminokisline proteina Mkt1 (S288c Mkt1D30G in AWRI1631 Mkt1G30D), kjer je vsak 
sev vseboval Mkt1 z aminokislino, ki je značilna za nasprotno skupino. Ker v študijah 
učinek spremembe aminokisline na 453. mestu, po katerem se protein Mkt1 linije sevov 
S288 razlikuje od proteinov Mkt1 sevov, ki ne izhajajo iz linije sevov S288c, ni bil 
dobro preučen, smo v eksperiment vključili tudi mutanto S288c z zamenjavo te 
aminokisline, S288c Mkt1K453R. 
 
Fenotip delecijskih mutant gena MKT1 je bil enak fenotipu sevov z alelom MKT1S288c 
ne glede na testiran sev pri lastnostih: rast na fruktozi, laktatu, EtOH, maltozi, rafinozi  
ali glicerolu kot edinemu viru ogljika; rast ob prisotnosti EtOH, 4-NQO ali kofeina; in 
učinkovitost sporulacije (priloga A1–A5). Edina izjema, ki smo jo opazili, je bila rast ob 
prisotnosti rapamicina. Delecijska mutanta AWRI1631 mkt1Δ je rasla nekoliko slabše 
kot mutanta AWRI1631 MKT1S288c (slika 27), kar nakazuje, da protein Mkt1S288c ni 
popolnoma neaktiven. Zanimivo smo lahko razlikovali med rastjo mutante AWRI1631 
mkt1Δ in mutante AWRI1631 MKT1S288c le pri koncentraciji rapamicina 1,25 µg/mL, 
medtem ko pri koncentraciji rapamicina 0,8 µg/mL nismo opazili razlik v rasti mutant. 
V sevih RM11_1a, SK1 in S288c pa je delecija gena MKT1 imela enak učinek na rast 
ob prisotnosti rapamicina kot alel MKTS288c. 
 
 
Slika 27: Rast seva AWRI1631 z delecijo alela MKT1 in z različnimi aleli MKT1 ob prisotnosti 
rapamicina. Prikazana je reprezentativna slika. 
Figure 27: Growth of AWRI1631 strain with a deletion of MKT1 allele and different MKT1 allele variants 
in the presence of rapamaycin is shown. A representative image is shown. 
 
Fenotip mutante AWRI1631 Mkt1G30D je bil v vseh testiranih pogojih neločljiv od 
fenotipa mutante AWRI1631 Mkt1S288c. Prav tako je bil fenotip mutant S288c Mkt1D30G 
in S288c Mkt1ne-S288c enak. S tem smo potrdili, da sprememba glicina v aspartat na 30. 
aminokislini vzročna za redukcijo aktivnosti proteina Mkt1S288c. Sprememba 
aminokisline na 453. mestu pa ni imela učinka. 
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Ker so genetske interakcije redko odraz proteinskih interakcij (Baryshnikova in sod., 
2013), je lahko v genetski poti, prikazani na sliki 28, med genoma PEX11 in RLF2 
vključenih več genov. Na to nakazuje dejstvo, da se protein Rlf2 nahaja v jedru, Pex11 
pa se, kljub strukturni podobnosti jedrnim receptorjem PPAR (Barnett in sod., 2000), v 
predhodni študiji lokalizacije Pex11-GFP v nobeni delecijski mutanti ni nahajal v jedru 
(Mattiazzi Ušaj in sod., 2015). Prav tako ni znane proteinske interakcije med Pex11 in 
katero koli komponento kompleksa CAF-1. Pex11 zatorej najverjetneje posredno vpliva 
na izražanje genov (poglavje 5.1.3). Po drugi strani pa Rlf2 najverjetneje preko Rap1 
vpliva na izražanje ENO1, saj Rlf2 vpliva na lokalizacijo in aktivnost Rap1, ki uravnava 
izražanje gena ENO1 (Enomoto in sod., 1997; Lieb in sod., 2001; Hu in sod., 2007, 
Costanzo in sod., 2000).  
 
Funkcijske povezave med genoma PEX11 in HXK2 nismo potrdili, kar je 
nepričakovano glede na predhodno transkriptomsko študijo, kjer so odkrili, da PEX11 v 
celicah, ki rastejo v gojišču z visoko koncentracijo glukoze, zniža izražanje HXK2 
(Petrovič, 2019). Glede na objavljeno literaturo pa rezultat ni presenetljiv, saj le-ta ne 
poroča o genetskih ali proteinskih interakcijah med proteinoma Hxk2 in Pex11. Prav 
tako nismo odkrili funkcijske povezave med genoma RLF2 (oziroma RAP1) in HXK2, 
kar je nasprotju z visokozmogljivo transkripcijsko študijo Hu in sod. (2007), kjer so 
odkrili gen HXK2 kot tarčo uravnavanja izražanja s strani transkripcijskega faktorja 
Rap1. Za razliko od gena ENO1, ki je bil najden kot tarča Rap1 v številnih študijah 
(Lieb in sod., 2001; Hu in sod., 2007; Costanzo in sod., 2000), rezultat Huja in sod. 
(2007) ni bil ponovljen in je zatorej manj verodostojen. Tako je še vedno možno, da 
HXK2 vpliva na izražanje gena ENO1 neodvisno od RLF2 oziroma RAP1 (slika 28). 
Hxk2 aktivira izražanje lastnega gena in reprimira izražanje alternativne heksokinaze 
oziroma glukokinaze Hxk1 in Glk1, kadar je v gojišču prisotna glukoza (Rodríguez in 
sod., 2001). Izražanje genov uravnava preko proteinske interakcije s transkripcijskim 
represorjem Mig1, ki je vpleten v glukozno represijo (Ahuatzi in sod., 2004). Zanimivo 
je Hxk2 tudi v proteinski interakciji z Dhh1, ki promovira razgradnjo mRNA. Dhh1 pa 
so našli vezanega na 3' UTR mRNA gena ENO1 (Jungfleisch in sod., 2017). Tako bi 
lahko heksokinaza Hxk2 preko proteinske interakcije z Dhh1 vplivala na stabilnost 
mRNA ENO1. Alternativno, v genetski poti prikazani na sliki 28, so lahko med HXK2 
in ENO1 vključeni številni drugi geni, ki so sami regulatorji izražanja ENO1. Na to 
nakazuje dejstvo, da je HXK2 v genetski interakciji s transkripcijskimi faktorji INO2, 
INO4, HMS1 in RTG1, ki uravnavajo izražanje ENO1 (Costanzo in sod., 2010; 
Costanzo in sod., 2016; Hoppins in sod., 2011; Chen in Lopes, 2004). 
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5.1.2 Pex11 in Mdm34 povezujeta peroksisome in mitohondrije 
 
Peroksisomi so metabolno zelo aktivni organeli, ki morajo za optimalno delovanje 
sodelovati z drugimi organeli (Shai in sod., 2016). Z mitohondriji si delijo proteine, 
vpletene v fizijo, poleg tega pa je metabolizem peroksisomov in mitohondrijev povezan. 
Sodelujejo pri β-oksidaciji maščobnih kislin, ki pa je v kvasovkah omejena le na 
peroksisome. Vseeno, acetil-CoA, ki je produkt β-oksidacije maščobnih kislin, v 
mitohondrijih vstopa v osrednji ogljikov metabolizem, konkretno v cikel citronske 
kisline, ki producira molekule za produkcijo energije in sintezo komponent za izgradnjo 
biomase (Cohen in sod., 2014).  
 
Približno tretjina peroksisomov se nahaja v neposredni bližini kompleksa ERMES 
(Cohen in sod., 2014), ki predstavlja sidrišče med endoplazemskim retikulumom in 
mitohondriji (Lang in sod., 2015). V predhodni študiji naše skupine so odkrili, da 
delecija mitohondrijskih komponent (Mdm34, Mdm10) in citosolne komponente 
(Mdm12) povzroči razpršeno lokalizacijo Pex11, ki je bila posledica spremembe 
morfologije peroksisomov. Z metodo MYTH smo ugotovili, da sta proteina Pex11 in 
Mdm34 v fizičnem kontaktu, medtem ko fizične interakcije med Pex11 in Mdm10 ali 
Mdm12 nismo našli. Pri metodi MYTH so proteini izraženi na plazmidu pod močnim 
promotorjem gena ADH1 oziroma CYC1, s čimer so v celici prisotni v višji 
koncentraciji kot pod nativnimi pogoji. To lahko povzroči nespecifične interakcije in 
tako lažno pozitivne rezultate (Xing in sod., 2016). Zato smo interakcijo med Pex11 in 
Mdm34 dodatno potrdili z metodo BiFC, kjer se geni izražajo endogeno pod nativnim 
promotorjem, tako je možnost lažno pozitivnih interakcij manjša. Interakcijo med 
Mdm34 in Pex11 smo v obeh primerih potrdili le, ko smo označili C-konec Mdm34 in 
je ostal N-konec intakten. Po objavi članka, kjer smo predstavili te rezultate (Mattiazzi 
Ušaj in sod., 2015), so Liu in sod. (2016) z uporabo metode BiFC ugotovili, da so 
aminokisline 51–100 na N-koncu proteina Pex11 in 349. in 350. aminokislini C-konca 
Mdm34 ključne za interakcijo Pex11-Mdm34 (Liu in sod., 2016). Kljub temu ne 
moremo z gotovostjo trditi, da sta proteina v neposredni interakciji preko omenjenih 
aminokislin, saj sta družni spremembi R349A in R350A na proteinu Mdm34 ne le 
oslabili interakcijo Pex11-Mdm34, temveč tudi vplivali na lokalizacijo Mdm34. Tako je 
lahko oslabljena interakcija Pex11-Mdm34 zaradi mutacij na 349. in 350. aminokislinah 
proteina Mdm34 posledica spremenjene lokalizacije Mdm34. 
 
Ker mutante kompleksa ERMES (Mdm10, Mdm12, Mdm34) ne vplivajo le na 
lokalizacijo Pex11, ampak tudi na morfologijo peroksisomov (Ušaj in sod., 2015), ki so 
v eni tretjini primerov lokalizirani v neposredni bližini kompleksa ERMES (Cohen in 
sod., 2014), smo preverili, ali k stiku med peroksisomi in kompleksom ERMES 
prispeva kontakt med Pex11 in Mdm34. Ugotovili smo, da je v primeru delecije PEX11 
le 15 % peroksisomov lokaliziranih v neposredni bližini ERMES. Ker na signal Pex11-
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GFP ne vpliva Mmm1, komponenta kompleksa ERMES, ki se nahaja na 
endoplazemskem retikulumu, in ker je Mdm34 membranski protein mitohondrijev, 
sklepamo, da Pex11 in Mdm34 oblikujeta sidro med peroksisomi in mitohondriji. V 
predhodni študiji naše skupine je bil signal Pex11-GFP pri mutantah mdm10Δ in 
mdm12Δ podoben, signal pri mutanti mdm34Δ pa je odstopal (Mattiazzi Ušaj in sod., 
2015). To nakazuje, da v odsotnosti Mdm10 ali Mdm12 še vedno pride do interakcije 
med Pex11 in Mdm34, vendar je oslabljena. Zaradi tega pride do spremembe v 
lokalizaciji Pex11 oziroma peroksisomov. Tako je interakcija med Pex11 in Mdm34 
nujna za kontakt mitohondrijev in peroksisomov, Mdm10 in Mdm12 pa za stabilizacijo 
te povezave. Zatorej proteini Pex11, Mdm34, Mdm10 in Mdm12 oblikujejo sidro 
PerMES (Peroksisom-ERMES) med organeloma, kjer je interakcija Pex11-Mdm34 
ključnega pomena. Tako smo tudi na ravni organelov povezali osrednji ogljikov 
metabolizem in metabolizem lipidov preko proteina Pex11. 
 
Ker kljub odsotnosti Pex11 ostaja 15 % peroksisomov v neposredni bližini ERMES 
oziroma mitohondrijev, verjetno interakcija med Pex11 in Mdm34 ni edina interakcija 
med organeloma. Za to obstajajo tudi drugi posredni dokazi. Kot je Pex11 prisoten na 
membranah mitohondrijev, kadar so peroksisomi odsotni, so v tem primeru tam prisotni 
tudi drugi membranski proteini peroksisomov (Baerends in sod., 2000; Mohanty in 
McBride, 2013). Nedavno pa so odkrili še dva proteina, ki vsak posebej delujeta kot 
sidro med mitohondriji in peroksisomi, Pex34 na strani peroksisomov in Fzo1 na strani 
mitohondrijev (Shai in sod., 2018).  
 
Spremembe lokalizacije Pex11 oziroma peroksisomov zaradi delecij genov MDM10, 
MDM12 in MDM34 so bile vidne le, ko so bile celice gojene na glukozi, medtem ko je 
bil signal Pex11-GFP v teh mutantah podoben sevu divjega tipa, kadar so bile celice 
gojene na oleinski kislini (Mattiazzi Ušaj in sod., 2015). Oleinska kislina inducira 
izražanje in poveča količino proteina Pex11 ter sproži proliferacijo peroksisomov, s 
čimer je pod temi pogoji razporeditev signala Pex11-GFP odražala ta proces (Marshall 
in sod., 1995; Gurvitz in sod., 2001; Mindthoff in sod., 2016). S tem se je verjetno v 
celicah, gojenih na oleinski kislini, odstotek Pex11 v interakciji z Mdm34 bistveno 
znižal v primerjavi s celicam, gojenih na glukozi. Tako interakcija Pex11-Mdm34, 
kadar so celice gojene na oleinski kislini kot edinemu viru ogljika, najverjetneje še 
vedno obstaja, ampak ni ključna za proliferacijo peroksisomov. Glede na to, da na 
oleinski kislini niso našli spremenjenega signala Pex11-GFP v nobeni mutanti 
kompleksa ERMES (Mattiazzi Ušaj in sod., 2015), verjetno prav tako ostale 
komponente kompleksa ERMES ne sodeluje pri proliferaciji peroksisomov.  
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Karnitinski transport in glioksilatni cikel omogočata sprostitev acetila-CoA iz 
peroksisomov v obliki acetil-karnitina oziroma intermediatov glioksilatnega cikla v 
citosol in nato v mitohondrije, vendar natančen mehanizem prenosa acetil-karnitina in 
intermediatov glioksilatnega cikla preko membrane peroksisomov ni znan (cit. po 
Antonenkov in Hiltunen, 2012). Mindthoff in sod. (2016) so pokazali, da lahko Pex11 v 
in vitro pogojih v membranah tvori poro, preko katere bi lahko prehajali topljenci 
manjši od 400 Da. Temu tudi ustreza velikost srednje dolgih maščobnih kislin, acetil-
karnitina ter intermediatov glioksilatnega cikla. Žal pa porotvornost proteina Pex11 še 
ni bila podprta z in vivo študijami. Četudi Pex11 ne bi tvoril pore, bi lahko bil 
prenašalec maščobnih kislin – ali produktov β-oksidacije maščobnih kislin –, saj je 
strukturno podoben ligand vezavni domeni jedrnih receptorjev PPAR sesalcev, katerih 
substrati so maščobne kisline (Barnett in sod., 2000). Ne glede na to, ali je Pex11 
vpleten v prenos molekul preko membrane peroksisomov, vpliva na transportne poti 
acetila-CoA iz peroksisomov v citosol in nato v mitohondrije, saj preko interakcije 
Pex11-Mdm34 omogoča neposredno bližino peroksisomov in mitohondrijev. 
 
Pokazali smo, da je gen PEX11 ključen pri prenosu informacij do RLF2, ki nato vpliva 
na izražanje gena ENO1. S kasnejšimi eksperimenti smo pokazali, da protein Pex11 
vpliva na acetilacijo histonov, s čimer je to najverjetnejši mehanizem, s katerim Pex11 
vpliva na delovanje proteina Rlf2 oziroma na izražanje gena RLF2. Rlf2 je podenota 
histonskega šaperona CAF-1, ki v procesu podvajanja DNA pakira novo sintetizirane 
histone v nukleosom (Smith in Stillman, 1991). Predlagano je bilo, da novo sintetizirane 
histone oziroma novo sintetizirane heterodimere H3/H4 histonski šaperoni prepoznajo 
na podlagi acetilacijskega statusa. Pokazano je bilo, da se kompleks CAF-1 veže na 
histone, acetilirane na mestu H3 K56 (Masumoto in sod., 2005; Li in sod., 2008; Zhou 
in sod., 2006). Poleg acetilacije mesta H3 K56 pa študije izpostavljajo tudi na actilacijo 
H4 na mestih K5, K8, K12 in K16. Zhou in sod. (2006) so pokazali, da je CAF-1 vezan 
s histoni, acetiliranimi na mestih H4 K5, H4 K8, H4 K12, H4 K16 (Zhou in sod., 2006). 
Poleg tega je heterozigot, ki je izražal normalno podenoto H4 ter modificirano enoto 
H4, ki je vsebovala na aminokislinskih mestih 5, 8, 12 in 16 namesto lizina alanin, ki 
posnema deacetilacijo, iz kromatina izključeval modificirano obliko H4, kar je bilo 
odvisno od prisotnosti Rlf2 (Glowczewski in sod., 2004). Zanimivo je delecija CAC2, 
ene izmed komponent CAF-1, vplivala na izražanje genov, najverjetneje zaradi 
spremenjene strukture kromatina. Med geni, ki so bili dovzetni za izgubo komponente 
CAF-1, ni bilo ENO1, pa vendar, 10 % genov je bilo znanih tarč proteina Rap1 in 
izražanje skoraj polovice genov je bilo dovzetnih za izgubo H4 podenote histonov, kar 
namiguje, da je izražanje teh genov občutljivo na obliko kormatina oziroma jakostjo 
zvitja kromatina (Zabaronick in Tyler, 2005). Na podlagi tega bi lahko sklepali, da 
Pex11 preko acetilacijskega statusa histonov v odvisnosti od CAF-1 oziroma Rlf2 
vpliva na pakiranje le-teh v kromatin v S-fazi celičnega cikla. Tako bi lahko Pex11 
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vplival na jakost zvitja kromatina in dostopnost DNA za transkripcijske regulatorje, kot 
je Rap1, in vplival na izražanje genov.  
 
Najverjetneje pa acetilacijski status histonov, izoliranih iz mutante pex11Δ, ni odražal le 
novo sintetizirane histone, temveč tudi histone, že zapakirane v nukleosom. Tako bi 
Pex11 lahko potencialno vplival na izražanje RLF2 preko jakosti povezave DNA in 
histonov v območju promotorja RLF2. Kljub temu, da acetilacija histonov ni značilno 
spremenjena, kadar so celice pex11Δ gojene na glukozi, je potrebno poudariti, da smo 
sledili acetilaciji na genomski ravni in ne konkretno v regiji gena RLF2. Dodatno, 
majhna sprememba v izražanju RLF2, ki jo povzroči delecija PEX11, bi lahko bila 
biološko pomembna, saj vpliva protein Rlf2 na lokalizacijo in aktivnost Rap1 (Enomoto 
in sod, 1997). Rap1 pa je esencialen za celice (Graham in sod., 1999), njegovo 
prekomerno izražanje je toksično (Freeman in sod., 1995), vpliva na izražanje več kot 
1000 genov (SGD, 30. 6. 2019) in geni pod njegovo kontrolo v celici predstavljajo 37 % 
celokupne mRNA (Lieb in sod., 2001). Tako bi lahko že majhne perturbacije v 
izražanju gena RLF2 imele značilen biološki vpliv. 
 
Potrebno pa je poudariti, da je imela delecija PEX11 glavni vpliv na acetilacijo 
histonov, ko so bile celice gojene na oleinski kislini in ne na glukozi, kjer smo izvedli 
analizo transkripcije RLF2 in ENO1. Tako bi bilo bolj smiselno opazovati vpliv PEX11 
na izražanje genov, ko so celice gojene na oleinski kislini. 
 
 
5.2 ZALOŽNI LIPIDI 
 
Večina biotehnološko zanimivih lastnosti kvasovke je poligenskih, vključno z 
vsebnostjo založnih lipidov. Celice S. cerevisiae vsebujejo do 10 % suhe teže založnih 
lipidov, pri čemer pa med sevi obstajajo precejšne razlike (Sitepu in sod., 2012). V 
predhodni študiji naše skupine so na podlagi rezultatov metode X-QTL predlagali štiri 
gene (MKT1, PHO23, RML2, PIG1), katerih polimorfizmi potencialno pripomorejo k 
razlikam v vsebnosti založnih lipidov med sevoma AWRI1631 in S288c. Pri tem prvi 
sev kopiči približno 4 % suhe teže založnih lipidov, medtem ko jih vsebuje referenčni 
laboratorijski sev S288c približno 1,5 % (Petrovič in sod., 2019). Namen tega dela 
doktorske naloge je bil potrditi ali ovreči kandidatne gene kot resnične vzročne gene za 
kopičenje založnih lipidov in odkriti morebitne dodatne genetske elemente, ki vplivajo 
na vsebnost založnih lipidov v omenjenih sevih. Pri tem smo razvili visokozmogljivo 
tehniko določanja založnih lipidov, ki nam je omogočila hitro analizo številnih 
segregant.  
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5.2.1 Uspešnost visokozmogljive metode določanja založnih lipidov 
 
Z visokozmogljivo metodo barvanja založnih lipidov z barvilom nilsko rdeče smo 
analizirali vsebnost založnih lipidov 2291 segregantam generacije F1 ter segregantam 
generacij od F2 do F7 povratnega križanja linij AWRI-PK in S288c-PK. Tako smo 
celokupno analizirali preko 4500 segregant. Dodatno vrednost naši metodi prinaša 
dejstvo, da so dosedanje visokozmogljive tehnike določanja založnih lipidov na podlagi 
fluorescence barvila nilsko rdeče omejene. Omogočajo analizo le nekaj desetih sevov na 
dan, saj gojenje poteka v erlenmajericah. Tako je število gojenih kultur omejeno 
(Rostron in sod., 2015; Sitepu in sod., 2012). Naša metoda pa omogoča analizo vsaj 300 
sevov na dan, v najboljšem primeru pa celo 400, saj tudi gojenje poteka v mikrotitrskih 
ploščah. 
 
Visokozmogljiva metoda določanja založnih lipidov z barvilom nilsko rdeče se je 
izkazala za primerno za razlikovanje večjih razlik v vsebnosti založnih lipidov. Na 
primer, ločili smo lahko segregante z višjo vsebnostjo založnih lipidov kot jo ima 
starševski sev AWRI1631 od segregant z vmesno vsebnostjo založnih lipidov. Metoda 
pa ni omogočila zaznavanje manjših sprememb med mutantami z alelnimi variantami 
oziroma delecijami kandidatnih vzročnih genov. V splošnem obstaja več možnosti 
optimizacije barvanja celic z barvilom nilsko rdeče. Študije omenjajo barvanje ob 
prisotnosti organskih topil, ki izboljšajo prehod barvila preko celične stene in 
membrane, kar izboljša barvanje (Rumin in sod., 2015), vendar se ta pristop ni izkazal 
za uspešnega pri kvasovki S. cerevisiae (Sitepu in sod., 2012). Prav tako je pomemben 
čas barvanja celic in gostota celic, kar pa smo pri optimizaciji metode upoštevali. 
Naslednjo možnost optimizacije metode predstavlja izbira koncentracije barvila nilsko 
rdeče. Intenziteta fluorescence barvila nilsko rdeče v nepolarnem okolju narašča do 
neke optimalne koncentracije barvila. Ko je ta koncentracija presežena, intenziteta 
fluorescence ne stagnira, ampak pada (Chen in sod., 2009; Sitepu in sod., 2012; Rumin 
in sod., 2015). Zaradi previsoke koncentracije barvila nilsko rdeče pride do dušenja 
fluorescence, barvilo v večji meri reagira s polarnimi lipidi (fosfolipidi), v ekstremnem 
primeru pa celo agregira (Pick in Rachutin-Zalogin, 2012; Rumin in sod., 2015). Sitepu 
in sod. (2012) so barvali celice z barvilom nilsko rdeče s končno koncentracijo 5 do 100 
µg/mL, pri čemer se je za vse testirane organizme, vključno s S. cerevisiae, najnižja 
testirana koncentracija barvila izkazala za optimalno. Na podlagi tega smo celice barvali 
z barvilom nilsko rdeče s koncentracijo 5 µg/mL. Po drugi strani pa so Kimura in sod. 
(2004) uspešno barvali založne lipide v oleogenih kvasovkah z barvilom koncentracije 
le do 0,5 µg/mL. Prav tako se je koncentracija barvila nilsko rdeče 0,5 µg/mL izkazala 
za optimalno za barvanje zelenih mikroalg Chlorella vulgaris, kjer založni lipidi 
predstavljajo okoli 40 % suhe teže. Tu je bila intenziteta fluorescence pri koncentraciji 
0,5 µg/mL kar 2-krat višja kot intenziteta fluorescence pri koncentraciji barvila 5 µg/mL  
(Chen in sod., 2009). Kljub temu, da rezultati študij Kimura in sod. (2004) ter Chen in 
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sod. (2009) ne temeljijo na kvasovki S. cerevisiae, kažejo na to, da bi lahko bila 
koncentracija 5 µg/mL barvila nilsko rdeče, ki smo jo uporabili pri naši metodi, 
previsoka.  
 
Dodatno možnost izboljšanja občutljivosti visokozmogljive metode določanja založnih 
lipidov predstavlja izbira valovne dolžine, saj ima barvilo nilsko rdeče širok spekter 
fluorescence. V okolju bogatemu z založnimi lipidi, ki so nevtralni, barvilo emitira v 
zelenem in rumenem spektru svetlobe, medtem ko se v okolju bogatem s fosfolipidi, ki 
so polarni, fluorescenca pomakne k rdeči svetlobi (Greenspan in Fowler, 1985). 
Številne študije, ki temeljijo na barvanju z barvilom nilsko rdeče, so uspešno določile 
vsebnost založnih lipidov z merjenjem fluorescence pri valovnih dolžinah od 560 do 
600 nm (Chen in sod., 2009; Greenspan in Fowler, 1985; Huang in sod., 2009; Kimura 
in sod., 2004; Rumin in sod., 2015; Sitepu in sod., 2012). Hough in sod. (2009) pa so z 
merjenjem fluorescence barvila nilsko rdeče pri valovni dolžini 580 nm dosegli izredno 
visoko korelacijo (R2= 99) z gravimetrično metodo, ki predstavlja referenčno metodo za 
določanje lipidov. Na podlagi tega in spektra barvila nilsko rdeče (slika 4; Greenspan in 
Fowler, 1985) smo določili vsebnost založnih lipidov z merjenjem fluorescence pri 
valovni dolžini 585 nm. Glede na spekter barvila nilsko rdeče pri tej valovni dolžini 
fluorescence zajamemo določen delež fluorescence barvila vezanega na fosfolipide. To 
dokazuje tudi študija raziskovalcev Rostron in Rolph (2015), ki sta mikroskopsko 
opazovala celice kvasovke S. cerevisiae barvane z barvilom nilsko rdeče pri valovnih 
dolžinah fluorescence 510 in 572 nm. Valovna dolžina fluorescence 572 nm je nižja in 
tako celo bolj specifična za založne lipide od valovne dolžine fluorescence, ki smo jo 
zajemali mi, kljub pa temu pa sta opazila tudi obarvane fosfolipide plazemske 
membrane. Po drugi strani je bila valovna dolžina fluorescence 510 nm veliko bolj 
specifična za založne lipide in obarvana plazemska membrana celic je bila komaj 
opazna. Glede na to in na znane spektralne lastnosti barvila nilsko rdeče (slika 4; 
Greenspan in Fowler, 1985) bi s fluorescenco v zelenem spektru svetlobe intenziteta 
fluorescence sicer padla, bi bila pa veliko bolj specifična za založne lipide. To bi morda 
omogočilo zaznavanje tudi manjših sprememb v količini založnih lipidov. 
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5.2.2 Vsebnost založnih lipidov segregant  
 
Da je kopičenje založnih lipidov v kvasovki S. cerevisiae poligenska lastnost, smo 
dokazali z merjenjem vsebnosti založnih lipidov segregantam generacije F1 in generacij 
od F2 do F7 linij S288c-PK in AWRI-PK (slika 23). Kot je značilno za poligenske 
lastnosti, je bila vsebnost založnih lipidov zelo raznolika, segregante generacije F1 pa 
so kazale transgresivno segregacijo (Swinnen in sod., 2012a). Zanimivo pa je 
porazdelitev vsebnosti založnih lipidov segregant generacije F1 (in tudi nekaterih 
generacij povratnega križanja) pomaknjena k višjim vrednostim (slika 20). Mutanta S. 
cerevisiae brez založnih lipidov in tako brez lipidnih kapljic (dga1Δ lro1Δ are1Δ are2Δ) 
je viabilna in ne kaže posebnih fenotipskih sprememb ob standardnih laboratorijskih 
pogojih (Sandager in sod., 2002). Prav tako pa starševski sev S288c kopiči le minimalne 
količine založnih lipidov (Petrovič in sod., 2019). Zato obstaja možnost, da so 
segregante, ki na podlagi fluorescence barvila nilsko rdeče spadajo v najnižje razrede, 
brez založnih lipidov. Tako je pomaknjena porazdelitev vsebnosti založnih lipidov 
segregant k višjim vrednostim posledica tega, da segregant z nižjimi vrednosti založnih 
lipidov od segregant, ki spadajo v prvi razred, ne moremo pridobiti. Po drugi strani pa 
smo precej manj omejeni s pridobivanjem segregant z vedno višjimi vsebnostmi 
založnih lipidov. Primer pomaknjene porazdelitve k višjim vrednostim fenotipa lahko 
najdemo tudi v študiji raziskovalcev Deutschbauer in Davis (2005), kjer so preučevali 
učinkovitost sporulacije segregant križanja dobro sporulirajočega seva SK1 in slabo 
sporulirajočega seva S288c. Kot vsebnost založnih lipidov je bila tudi učinkovitost 
sporulacije omejena z 0 %. 
 
Da bi odkrili dodatne genetske elemente, ki pomembno pripomorejo k vsebnosti 
založnih lipidov tako v sevu AWRI1631 kot tudi sevu S288c, smo izvedli povratno 
križanje z obema starševskima sevoma. Kot potencialne genetske elemente kopičenja 
založnih lipidov smo odkrili inter-kromosomske translokacije, variacije v številu kopij 
rDNA ter mutacije v mitohondrijski DNK (Gostinčar in Petrovič, 2019). S povratnim 
križanjem smo tudi potrdili AWRI QTL, ki prekriva gen PIG1, nismo pa potrdili QTL, 
ki prekrivata gen PHO23 in gen RML2. Pri tem slednjega nismo mogli potrditi, saj je 
segreganta generacije F1, ki je bila izbrana za povratno križanje z obema starševskima 
sevoma, vsebovala AWRI alel RML2, superioren alel pa je tisti iz seva S288c. Tako je 
bil v liniji AWRI-PK, kjer smo identificirali lokuse S288c, ta gen fiksiran na varianto 
AWRI od generacije F2 naprej. Dejstvo, da nismo odkrili QTL, ki prekriva PHO23, ter 
da smo odkrili številne nove QTL v generaciji F7 povratnega križanja, je nenavadno. 
Meijnen in sod. (2016) so z večkratnim medsebojnim križanjem znotraj generacije 
segregant dokazali, da segregante generacije F1 in segregante kasnejših generacij 
vsebujejo različne QTL. Tako ne moremo zaključiti, ali so različni odkriti QTL 
posledica različnih metod: X-QTL, kjer se analizira številne segregnate z ekstremno 
izraženo lastnostjo kot zbirek, v primerjavi s posameznim določanjem zaporedja DNA 
genoma pri povratnem križanju; ali dejansko obstajajo različni nabori QTL, ki vplivajo 
na kopičenje založnih lipidov. Če gledamo na ravni gena, slednja možnost dopušča, da 
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imajo različne kombinacije alelov enak učinek na poligensko lastnost. To je pomembno 
z biotehnološkega vidika, saj bi lahko tako z različnimi kombinacijami alelov dosegli 
enak fenotip, kar je pomembno iz vidika nekompatibilnosti alelov v različnih genetskih 
ozadjih.  
 
Pri povratnem križanju so bile segregante v generacijah od F2 do F7, ki so segale preko 
46. razreda, torej segregante z ekstremno visoko vsebnostjo založnih lipidov, redke. 
Posledično je bila pomaknjena distribucija vsebnosti založnih lipidov segregant v prid 
višjih vrednosti, kot smo jo opazili v generacij F1, v teh generacijah skoraj popolnoma 
odsotna. V liniji AWRI-PK v generaciji F6 pa tudi opazimo precej nizko povprečno 
vsebnost založnih lipidov v primerjavi z ostalimi generacijami povratnega križanja. 
Predvidevamo, da je oboje posledica nižjega števila analiziranih segregant, saj smo v 
generacijah od F2 do F7 analizirali le okoli 190 segregant, medtem ko smo jih v 
generaciji F1 analizirali skoraj 2300. Tako so najverjetneje segregante z ekstremno 
visoko vsebnostjo založnih lipidov prisotne v vseh generacijah povratnega križanja vsaj 
v liniji AWRI-PK, le da jih po naključju nismo izbrali za analizo.  
 
 
5.2.3 Kandidatni vzročni geni založnih lipidov 
 
Pri konstrukciji mutant z delecijami in zamenjavami kandidatnih vzročnih genov smo 
poleg klasičnih tehnik kloniranja uporabili tudi CRISPR-Cas9. Pri slednji smo pri 
zamenjavi alelov testirali dve strategiji. Pri prvi smo alel zamenjali neposredno za 
nasproten alel, pri drugi pa posredno, pri čemer smo najprej endogen alel izbrisali od 
kodona start do kodona stop. Direktna zamenjava alela s CRISPR-Cas9 je bila 
neuspešna. Kot se je izkazalo pri genu PHO23, smo alel direktno zamenjali uspešno 
vsaj do 572. nukleotida – tu je namreč zadnji polimorfizem, ki je bil uspešno 
spremenjen. Glede na to, da smo s Cas9 vijačnico DNA odprli 107 nukleotidov za stop 
kodonom, je homologna rekombinacija uspešno potekla vsaj preko 528 nukleotidov. 
Prvi polimorfizem med aleloma AWRI1631 in S288c v genu PHO23, ki je tudi najbolj 
oddaljen polimorfizem od zareza endonukleaze Cas9 in se nahaja na 94. poziciji znotraj 
ORF, pa je ostal nespremenjen. Tako smo sklepali, da je bila neučinkovita zamenjava 
celotnega alela posledica neuspešne homologne rekombinacije vzdolž celotnega gena. 
 
Na podlagi analize TLC so se aleli PHO23AWRI, PIG1AWRI in RML2S288c izkazali kot 
superiorni aleli kopičenja založnih lipidov v kvasovki S. cerevisiae, pri čemer je rezultat 
za RML2 v nasprotju s predhodno študijo X-QTL. V predhodni  študiji X-QTL so sprva 
na podlagi DNA mikromrež in algoritma SNPscanner (Gresham in sod., 2006) odkrili 
AWRI1631 superioren QTL v območju gena RML2. Ko je kasneje naša skupina 
določila celotno zaporedje DNA segregantam so odkrili, da je v območju gena RML2 
S288c QTL superioren. Pri tem pa je potrebno poudariti, da se le 26 kbp od gena RML2 
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nahaja can1Δ, ki je SGA selekcijski označevalec, tako je dedovanje tega lokusa 
pristransko in podvrženo dedovanju po starševskem sevu S288c.  
 
Z analizo TLC dodatnih mutant je skupina Inštituta molekularnih bioznanosti Univerze 
v Gradcu ugotovila, da vloga vzročnih genov PHO23, PIG1 in RML2 pri kopičenju 
založnih lipidov ni povezana z njihovimi znanimi funkcijami. 
 
 
5.2.3.1 Gen MKT1 
 
Gen MKT1 je bil poleg PHO23 izbran kot možen vzročni gen QTL na kromosomu 14. 
Na podlagi nadaljnjih eksperimentov, kjer je bila izmerjena vsebnost založnih lipidov z 
metodo TLC v mkt1Δ delecijskih mutantah in mutantah z zamenjavo alelov MKT1, smo 
gen ovrgli kot vzročni gen za kopičenje založnih lipidov (rezultati skupine Inštituta 
molekularnih bioznanosti Univerze v Gradcu). Kljub temu je bila njegova pojavnost v 2 
% segregant generacije F1 z ekstremno visoko vsebnostjo založnih lipidov višja od 
naključne pojavnosti, saj je 75 % segregant vsebovalo alel MKT1AWRI. Gena MKT1 in 
PHO23 sta oddaljena 25 kbp oziroma 8 cM, s čimer se na podlagi naključja v 8 % 
segregant med genoma zgodi homologna rekombinacija. Glede na to, da je 81 % 
segregant vsebovalo PHO23AWRI, je med genoma PHO23 in MKT1 prišlo v 6 % 
segregant do homologne rekombinacije. Po tem lahko sklepamo, da je bila visoka 
frekvenca alela MKT1AWRI v segregantah generacije F1 z ekstremno visoko količino 
založnih lipidov zgolj posledica genetske bližine z genom PHO23. 
 
Gen MKT1 pa je bil zanimiv z drugega vidika. Je pleiotropen gen in globalni regulator 
genske ekspresije (Zhu in sod.,2008; Lee in sod., 2009). Alel MKT1S288c, ki je značilen 
za seve linije S288c, se od alelov sevov, ki ne izhajajo iz linije sevov S288c (MKT1ne-
S288c), razlikuje v dveh polimorfizmih, ki rezultirata v spremembi aminokisline, G30D in 
R453K (Peter in sod., 2018). Čeprav se je alel MKT1S288c v številnih študijah izkazal kot 
inferioren, študije niso uspele pokazati, da je njegov učinek odvisen od genetskega 
ozadja.  
 
V sklopu doktorske naloge smo izvedli presejalno študijo in skladno z objavljenimi 
študijami ugotovili, da je alel MKT1S288c v večini testiranih lastnostih inferioren v 
primerjavi z alelom MKT1ne-S288c (Bloom in sod., 2013; Demogines in sod., 2008; 
Deutschbauer in Davis, 2005; Dimitrov in sod., 2009; Ehrenreich in sod., 2010; 
Gagneur in sod., 2013; Gou in sod., 2019; Sinha in sod., 2006; Swinnen in sod., 2012b; 
Anderson in sod., 2010; Wang in Kruglyak, 2014). Dodatno pa smo odkrili, da je učinek 
MKT1S288c odvisen tudi od genetskega ozadja. To dokazuje, da je gen MKT1 v genetski 
interakciji z drugimi geni. Tako ena varianta alela deluje superiorno oziroma inferiorno 
v primerjavi z drugo varianto alela v odvisnosti od genetskega ozadja. Od genetskega 
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ozadja odvisen učinek alelov MKT1 lahko tudi pojasni, zakaj nismo videli učinka 
zamenjave alelov MKT1 pri rasti na fruktozi, kljub temu, da je bil v študiji med 
kliničnim izolatom YJM789 in sevom S288c odkrit QTL, ki prekriva gen MKT1 
(Gagneur in sod., 2013).  
 
Ni presenetljivo, da smo odvisnost učinka alelov MKT1 od genetskega ozadja odkrili pri 
odpornosti proti rapamicinu in kofeinu, saj obe spojini inhibirata protein kinazo Tor1, ki 
je del kompleksa TORC1 – regulatorja rasti celic in odziva celic na razpoložljivost 
nutrientov, ki je vpleten v številne procese v celici vključno s translacijo, transkripcijo 
in biogenezo ribosomov (cit. po Loewith in Hall, 2011; Kuranda in sod., 2006). Pri 
odpornosti na rapamicin je bil vedno ugoden endogen alel MKT1, ne glede na testiran 
sev. To nakazuje na to, da so v signalni poti TORC1 geni, ki so bili v sevih S288c 
skupaj z MKT1 podvrženi koevolucijskim mutacijam, ki omogočajo ohranitev sicer 
večinoma neugodnega alela MKT1S288c. Na to nakazuje tudi študija Andersona in sod. 
(2010). Ti raziskovalci so odkrili, da alel MKT1S288c, kadar so celice podvržene 
evolucijskemu pritisku pri rasti pri nizki glukozi, pridobi za alele MKT1ne-S288c 
specifično mutacijo, ki na proteinski ravni rezultira v spremembi D30G. Do spremembe 
D30G je prišlo le v primeru spremembe F724V proteina Mds3, ki v kvasovki Candida 
albicans preko signalne poti TORC1 regulira z virulenco povezano morfogenezo 
(Zacchi in sod., 2010). Glede na to, da kofein ne deluje le na kompleks TORC1 
(Kuranda in sod., 2006) in da je učinek na rast alelov MKT1 pri odpornosti na kofein 
specifična za vsak sev, je verjetno MKT1 pri odpornosti proti kofeinu v genetski 
interakciji tudi z geni, ki niso del signalne poti TORC1.  
 
Mkt1 je vpleten v posttranskripcijsko regulacijo jedrnih genov, ki kodirajo 
mitohondrijske proteine (Zhu in sod., 2008). Gupta in sod. (2015) so pokazali, da alel 
MKT1ne-S288c prispeva k učinkovitejši respiraciji v prvi uri sporulacije. Kot smo pokazali 
mi in drugi, pa alel MKT1ne-S288c prispeva tudi k boljši rasti na EtOH kot edinem viru 
ogljika (Swinnen in sod., 2012b). EtOH pa je nefermentativen vir ogljika. Zaradi tega 
smo preverili, ali je učinek alelov MKT1 na rast na EtOH kot edinem viru ogljika 
posledica razlike v učinkovitosti respiracije. Poleg EtOH smo vključili še dva 
nefermentativna vira ogljika, laktat in glicerol. Zamenjava alela MKT1 ni imela učinka 
na rast na laktatu, učinek alela MKT1 pa je bil odvisen od genetskega ozadja pri rasti na 
glicerolu. To kaže na to, da učinek alelov MKT1 na rast na nefermentativnih virih 
ogljika ni povezan z aktivnostjo dihalne verige. 
 
Visokozmogljive študije so odkrile, da delecija gena MKT1 v sevu S288c povzroči 
zmanjšano rast pod anaerobnimi pogoji, povečano kopičenja kadmija in povečano 
aktivnost metaloreduktaze (Samanfar in sod., 2013; Yu in sod., 2012; Dong in sod., 
2013). Vendar obstajajo indikacije, da je protein Mkt1S288c neaktiven, saj ni razlike med 
fenotipom seva S288c z endogenim alelom MKT1S288c in mutanto S288c mkt1Δ pri rasti 
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pri visoki temperaturi in pri učinkovitosti sporulacije (Sinha in sod., 2006; Yang in sod., 
2013; Gupta in sod., 2015). Glede na to, da so bile študije, ki kažejo na to, da je alel 
MKT1S288c aktiven, izvedene z viskozmogljivimi metodami, kjer je znaten delež 
rezultatov lažno pozitivnih, smo v presejalno študijo vključili tudi mkt1Δ delecijske 
mutante sevov S288c, AWRI1631, RM11_1a in SK1 ter tako preverili aktivnost 
proteina Mkt1S288c. V naši študiji smo odkrili, da lahko pri dovolj visoki koncentraciji 
rapamicina mkt1Δ delecijska mutanta seva AWRI1631 raste počasneje kot mutanta 
AWRI1631 MKT1S288c. S tem smo pokazali, da alel MKT1S288c kodira funkcionalen 
protein, ampak je njegova aktivnost izrazito zmanjšana. Podoben rezultat so pridobili 
Swinnen in sod. (2012b). Tu je sev S288c z endogenim alelom MKT1S288c rastel na 
gojišču z EtOH kot edinemu viru ogljika nekoliko bolje kot mutanta S288c mkt1Δ pri 10 
% EtOH, medtem ko pri 14 % EtOH med rastjo mutant ni bilo razlike. Prav tako nam je 
uspelo potrditi rezultat že objavljenih študij, da je aspartat na 30. aminokislinskem 
mestu proteina Mkt1S288c odgovoren za njegovo zmanjšano aktivnost. Iz tega lahko 
sklepamo, da lahko odvisno od genetskega ozadja zmanjšana aktivnost proteina 
Mkt1S288c v primerjavi s popolnoma aktivnim proteinom MKT1ne-S288c vpliva ugodno ali 
neugodno na neko lastnost. 
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6 SKLEPI 
 
- Gena PEX11 in HXK2 neodvisno vplivata na izražanje gena RLF2. 
 
- Gen RLF2 ojača izražanje gena ENO1 v odvisnosti od prisotnosti gena PEX11. 
 
- Proteini Pex11 in citosolna (Mdm12) ter mitohondrijski (Mdm10, Mdm34) 
komponenti kompleksa ERMES oblikujejo sidro PerMES med mitohondriji in 
peroksisomi, pri čemer je interakcija Pex11-Mdm34 ključnega pomena. Tako smo 
metabolizem lipidov in osrednji ogljikov metabolizem povezali s Pex11 preko 
interakcije Pex11-Mdm34 tudi na ravni organelov. 
 
- Metoda določanja založnih lipidov z barvilom nilsko rdeče, ki smo jo razvili v 
sklopu doktorske naloge, je primerna za meritev velikega števila vzorcev založnih 
lipidov. 
 
- Z genotipizacijo 2 % segregant z ekstremno vsebnostjo založnih lipidov smo 
pridobili pomemben indic, da so aleli PHO23AWRI, PIG1AWRI in RML2S288c 
superiorni aleli kopičenja založnih lipidov. 
 
- Alel MKT1S288 kodira protein z zmanjšano aktivnostjo, ki odvisno od genetskega 
ozadja vpliva ugodno ali neugodno na neko lastnost v primerjavi z drugimi aleli 
MKT1. Zmanjšano aktivnost proteina Mkt1S288 povzroči sprememba glicina v 
aspartat na 30. aminokislinskem mestu. 
 
Z našo raziskavo smo pomembno prispevali k razumevanju vloge večfunkcionalnega 
proteina Pex11 v lipidnem metabolizmu in njegove povezave z osrednjim ogljikovim 
metabolizmom. Ker je veliko encimov in arhitektura uravnavanja metabolizma lipidov 
pri evkariontih relativno dobro ohranjena, so naši rezultati pomembni tudi z vidika 
bolezni, povezanih z okvarami biogeneze peroksisomov pri ljudeh. Prav tako smo 
doprinesli k razumevanju kompleksnih lastnosti, ki lahko z biotehnološkega vidika 
pripomore k izkoriščanju kvasnih celičnih tovarn, ki lahko proizvajajo endogene in 
heterologne industrijsko pomembne lipidne vrste. Tako je naša raziskava pomembna z 
biomedicinskega, genetskega in biotehnološkega stališča. 
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7 POVZETEK (SUMMARY) 
 
7.1 POVZETEK 
 
Peroksisomi in lipidne kapljice so osrednji organeli metabolizma lipidov. β-oksidacija 
maščobnih kislin je v kvasovki omejena le na peroksisome, za razliko od človeka, kjer 
se večina β-oksidacije maščobnih kislin vrši v mitohondrijih. Lipidi pa se kopičijo v 
lipidnih kapljicah v obliki nevtralnih lipidov, TAG in SE, ki v celici predstavljajo 
založne lipide (Kohlwein in sod, 2013). Pex11 je membranski protein peroksisomov, ki 
je vpleten v proliferacijo peroksisomov, kjer je odgovoren za elongacijo peroksisomov 
in cepitev membrane (Koch in sod., 2010; Li in Gould, 2003; Opaliński in sod., 2011). 
V predhodni lokalizacijski študiji konstrukta Pex11-GFP v kvasovki S. cerevisiae so 
ugotovili, da delecija genov za citosolno (mdm12) ali mitohondrijski komponenti 
(mdm10 in mdm34) kompleksa ERMES, ki predstavlja stičišče med mitohondriji in 
endoplazemskim retikulumom, spremeni signal lokalizacije Pex11-GFP, ki je odražal 
morfologijo peroksisomov. Delecija gena za komponento kompleksa ERMES z 
endoplazemskega retikuluma (mmm1) pa ni imela vpliva na signal Pex11-GFP 
(Mattiazzi Ušaj in sod., 2015). Poleg tega je naša skupina preverila transkriptom 
delecijske mutante pex11Δ in ugotovila, da le-ta vpliva na izražanje genov glikolize 
neposredno (HXK2 in ENO1) in posredno preko genov, povezanih z njihovim 
uravnavanjem (RLF2). 
 
Kopičenje založnih lipidov v kvasovkah je kot večina dednih lastnosti poligenska. Kljub 
temu, da so glavni encimi, vpleteni v metabolizem lipidov, poznani, vemo relativno 
malo o njihovem uravnavanju. Sevi S. cerevisiae kopičijo različne količine založnih 
lipidov. Sev S288c kopiči okoli 1,5 % suhe teže založnih lipidov, sev AWRI1631 okoli 
do 4 %. Na genomski ravni se seva razlikujeta v 70.000 polimorfizmih (Borneman in 
sod., 2008). Naša skupina je izvedla študijo X-QTL, s katero je odkrila številne QTL, 
znotraj katerih se nahajajo geni z vzročnimi polimorfizmi za različno količino kopičenja 
založnih lipidov v sevih S288c in AWRI1631. Na podlagi pozicije gena v QTL in 
literature, kjer so se osredotočili večinoma na gene z regulatorno vlogo, so predlagali 
gene MKT1, PHO23, PIG1 in RML2, ki do sedaj niso bili povezani s funkcijo v 
lipidnem metabolizmu, kot kandidatne vzročne gene kopičenja založnih lipidov v 
kvasovki S. cerevisiae.  
 
Ključni encimi, vpleteni v metabolizem lipidov, so med kvasovkami in ljudmi 
strukturno in funkcionalno ohranjeni (Kohlwein in sod, 2013). Poleg tega so 
molekularna orodja in genetski pristopi v S. cerevisiae dobro razviti. Zato smo 
raziskave opravili s tem organizmom. Da bi osvetlili biološko relevantnost spremenjene 
distribucije signala Pex11-GFP v delecijskih mutantah kompleksa ERMES, smo 
preverili, ali je le-ta posledica odsotnosti fizičnih interakcij med Pex11 in 
komponentami kompleksa ERMES. Z metodama MYTH in BiFC smo odkrili 
proteinsko interakcijo med proteinoma Pex11 in Mdm34, medtem ko interakcije Pex11 
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z Mdm10 in Mdm12 nismo našli. Ker se v celici 30 % peroksisomov nahaja v 
neposredni bližini mitohondrijev (Cohen in sod., 2014), smo preverili, ali k temu 
pripomore tudi kontakt med Pex11 in Mdm34. Peroksisome smo označili s Pex14-GFP, 
mitohondrije pa z Mdm34-mCherry ter preverili kolokalizacijo ob prisotnosti oziroma 
odsotnosti Pex11. Ugotovili smo, da je ob odsotnosti Pex11 le še 15 % peroksisomov 
lokaliziranih v neposredni bližini mitohondrijev. S tem smo pokazali, da Pex11 in 
Mdm34 skupaj za Mdm10 in Mdm12, katerih neaktivnost tudi vpliva na lokalizacijo 
Pex11, oblikujejo sidro PerMES, ki predstavlja stik med peroksisomi in mitohondriji. 
Poleg tega smo želeli rekonstruirati genetsko pot, preko katere PEX11 vpliva na 
izražanje genov glikolize, ter tako osvetliti povezavo osrednjega ogljikovega 
metabolizma in lipidnega metabolizma preko Pex11. Zato smo izvedli eksperiment z 
metodo qPCR z enojnimi in dvojnimi delecijskimi mutantami genov PEX11, HXK2 in 
RLF2, kjer smo sledili izražanju gena glikolize, ENO1, in gena proteina Rlf2, ki 
sodeluje pri pakiranju kromatina (Smith in Stillman, 1991). Ugotovili smo, da PEX11 in 
HXK2 neodvisno vplivata na izražanje RLF2 ter da RLF2 v odvisnosti od prisotnosti 
gena PEX11 ojača izražanje gena ENO1. 
 
V drugem delu doktorske naloge smo želeli preveriti, ali polimorfizmi v kandidatnih 
genih MKT1, PHO23, PIG1 in RML2 pojasnijo razliko v kopičenju založnih lipidov 
med sevoma AWRI1631 in S288c. Zato smo razvili visokozmogljivo metodo določanja 
založnih lipidov, s katero smo fenotipizirali okoli 2300 segregant generacije F1 križanja 
AWRI1631 in S288c. Segregante z ekstremno visoko vsebnostjo založnih lipidov smo 
genotipizirali za dotične alele. Frekvenca alelov posameznih genov v segreantah ni bila 
naključna, s čimer smo dobili prvo potrditev, da so kandidatni geni vzročni. Dodatno 
smo z enojnimi in kombinacijam večkratnih delecij kandidatnih genov v sevih 
AWRI1631 in S288c, z enojnimi in večkratnimi zamenjavami alelov med sevoma in z 
analizo založnih lipidov v teh mutantah potrdili gene PHO23, PIG1 in RML2 kot 
resnične vzročne gene za kopičenje založnih lipidov. Pri tem so bili aleli PHO23AWRI, 
PIG1AWRI in RML2S288c superiorni. Morebitno vzročnost gena MKT1 pa smo ovrgli. 
Nadalje smo izvedli povratno križanje z obema sevoma, do sedme generacije. 
Segregante generacije F7 linije AWRI-PK so kopičile v povprečju za 35 % več založnih 
lipidov kot generacija F1. Z določanjem zaporedje DNA celotnega genoma segregant z 
ekstremno visoko vsebnostjo založnih lipidov generacije F7 obeh linij in segregant 
generacije F1, ki so imele najvišjo vsebnost založnih lipidov in niso vsebovale 
superiornih alelov vzročnih genov, smo odkrili dodatne genetske elemente, ki 
potencialno vplivajo na kopičenje založnih lipidov. Kljub temu, da gen MKT1 ni imel 
vpliva na kopičenje založnih lipidov, smo izvedli presejalno študijo, s katero smo 
osvetlili njegov pleiotrofen učinek. 
 
Naša raziskava je pomembno prispevala k razumevanju vloge večfunkcionalnega 
proteina Pex11, ki je neodvisna od proliferacije peroksisomov, ter osvetlila genetsko 
kompleksnost kopičenja založnih lipidov v kvasovki S. cerevisiae. 
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7.2 SUMMARY 
 
Peroxisomes and lipid droplets are key organelles in lipid metabolism in yeast S. 
cerevisiae. Unlike in mammals, in yeast β-oxidation of fatty acids occurs exclusively in 
peroxisomes, excluding mitochondria out of this process. The lipid surplus accumulates 
in lipid droplets in the form of neural lipids, TAG and SE (Kohlwein et al., 2013). 
Pex11 is a peroxisomal membrane protein, involved in elongation and fission of 
peroxisomal membranes during proliferation of peroxisomes (Koch et al., 2010; Li in 
Gould, 2003; Opaliński et al., 2011). In the localization study of the Pex11-GFP 
construct in S. cerevisiae it was revealed that the deletion of genes MDM10, MDM12 
and MDM34 importantly modifies the Pex11-GFP signal distribution, which reflected 
the changed morphology of peroxisomes. Mdm12 is the cytosolic and Mdm10 and 
Mdm34 are the mitochondrial components of the ERMES complex, which is needed for 
the physical contact of endoplasmic reticulum and mitochondria and enables the transfer 
of lipid molecules between the organelles. On the other hand, deletion of the 
mitochondrial component of the ERMES complex, MMM1, did not affect the 
localization of Pex11 (Mattiazzi Ušaj et al., 2015). Further, our group performed a 
transcriptomic study where they discovered that PEX11 deletion affects the expression 
of glycolytic genes directly (HXK2 and ENO1) or indirectly, by effecting the expression 
of genes known to be involved in the regulation of glycolytic genes (RLF2).  
 
Like most heritable traits, neutral lipid accumulation is a polygenic trait. Although the 
enzymes involved in the synthesis of neutral lipids are known, the knowledge on their 
regulation is still vague. S. cerevisiae strains display a high variety of neutral lipid 
accumulation ability. The laboratory strain S288c accumulates around 1.5% neutral 
lipids of dry weight, whereas the AWRI1631 strain accumulates around 4%. The strains 
differ in approximately 70,000 polymorphisms at the genome level (Borneman et al., 
2008). Our group performed an X-QTL experiment which revealed several QTLs 
responsible for the different level of neutral lipid accumulation between the strains 
AWRI1631 and S288c. Based on gene position in the QTL and the gene function, genes 
MKT1, PHO23, PIG1 and RML2, which until now were not functionally linked to lipid 
metabolism, were selected as candidate causative genes for neutral lipid accumulation in 
S. cerevisiae. 
 
The key enzymes involved in lipid metabolism are structurally and functionally 
conserved (Kohlwein et al., 2013). Additionally, the molecular and genetic approaches 
in S. cerevisiae are well developed. We therefore performed our experiments in this 
yeast. To elucidate the biological relevance of the modified Pex11-GFP signal in the 
ERMES deletion mutants, we performed protein interaction experiments. By methods 
MYTH and BiFC we discovered a protein-protein interaction between Mdm34 and 
Pex11, whereas a protein interaction between Pex11 and Mdm10 or Mdm12 was not 
revealed. In a yeast cell, 30% of peroxisomes lie in close proximity to mitochondria 
(Cohen et al., 2014). To investigate whether the Pex11-Mdm34 interaction is important 
in this context, we used Pex14-GFP labeled peroxisomes and Mdm34-mCherry labeled 
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mitochondria. We show that in the absence of functional Pex11 only 15% of 
peroxisomes are located in the immediate vicinity of mitochondrial, thus demonstrating 
that Pex11 and Mdm34, together with Mdm10 and Mdm12, which also affect 
peroxisome morphology, establish the PerMES complex that is responsible for tethering 
peroxisomes to mitochondria. Furthermore, we wanted to reconstruct the genetic 
pathway trough which PEX11 affects the expression of glycolytic genes. We therefore 
performed a qPCR experiment whereby we tested single and double deletion mutants of 
genes PEX11, HXK2 and RLF2. We followed the expression of RLF2, a component of 
the chromatin assembly complex CAF-1 (Smith in Stillman, 1991), and a gene encoding 
a glycolytic enzyme, ENO1. We show that the genes PEX11 and HXK2 affect the 
expression of RLF2 in an additive manner, and that, dependent on the presence of 
functional PEX11, RLF2 enhances the expression of ENO1. 
 
In the second part of our research, we wanted to evaluate the genes MKT1, PHO23, 
PIG1 in RML2 as the causative genes for the variation in neutral lipid accumulation of 
S288c and AWRI1631 strains. First, we developed a high-throughput method to 
measure the neutral lipid content. Using this method we phenotyped approximately 
2300 F1 segregants of the AWRI1631 and S288c cross. We genotyped the segregants 
with enriched neutral lipids and showed that in these segregants the allele distribution of 
candidate genes is not random, obtaining the first indication that these genes are 
causative. Furthermore, we measured the lipid content of single and multiple deletion 
mutants, and of single and multiple allele swaps mutants of candidate genes in 
AWRI1631 and S288c strains. Thus, we confirmed PHO23AWRI, PIG1AWRI in RML2S288c 
alleles to be the superior alleles for neutral lipid accumulation in the investigated 
strains, whereas MKT1 had no effect on neutral lipid accumulation. We also performed 
recurrent backcrossing to both parental strains up to the F7 generation. The F7 
segregants of the AWRI lineage accumulated in average 35% more neutral lipids than 
segregants in the F1 generation. By sequencing the F7 segregants of both lineages with 
the highest neutral lipid content, and the F1 segregants with enriched neutral lipids but 
lacking the combination of superior alleles, we revealed additional genetic elements 
potentially affecting neutral lipid accumulation. Although MKT1 proved as insignificant 
for neutral lipid accumulation, we performed a screening elucidating its pleiotropic 
nature.  
 
Our research has importantly contributed to the understanding of the role of Pex11 in a 
peroxisome proliferation-independent manner, and has elucidated the complex genetic 
architecture of neutral lipid accumulation in S. cerevisiae. 
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PRILOGA A 
 
PODROBNI REZULTATI FENOTIPIZACIJE / PLEIOTROFNI UČINEK GENA 
MKT1 
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Priloga A1: Alel MKT1 nima vpliva na rast celic na gojišu z fruktozo (A) in laktatom (B) kot virom 
ogljika. Rast je bila testirana z redčinami na agarnih ploščah, kjer so prokazane reprezentativne slike dveh 
bioloških ponovitev, in meritvijo volumna kolonij v končni točki, kjer je prikazan relativen volumen 
posameznih kolonij, povprečen relativen volumen in SEM.  
Annex A1: MKT1 allele has no effect on growth when tested for fructose (A) or lactic acid (B) utilization. 
Growth was tested with plate dilution assay and scan-o-matic method. For plate dilution assay 
representative images from two biological replicates are shown; and for scan-o-matic method single 
colony values, average relative colony volume and SEM. 
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Priloga A2: Alel MKT1S288c je inferioren v primerjavi z alelom MKTSnon-S288c ne glede na testiran sev, ko so 
bile celice testirane za odpornost proti EtOH (A), razgradnju EtOH (B), odpornost proti 4-NQO (B) in 
sporulaijo (D). Rast je bila testirana z redčinami na agarnih ploščah, kjer so prokazane reprezentativne 
slike dveh bioloških ponovitev, in meritvijo volumna kolonij v končni točki, kjer je prikazan relativen 
volumen posameznih kolonij, povprečen relativen volumen in SEM.  
Annex A2: MKT1S288c allele is inferior compared to MKT1non-S288c regardless of the genetic background 
when tested for resistance to EtOH(A), utilization of EtOH (B), resistance to 4-NQO (C) and sporulation 
efficiency (D). Growth was tested with plate dilution assay and scan-o-matic method. For plate dilution 
assay representative images from two biological replicates are shown; and for scan-o-matic method single 
colony values, average relative colony volume and SEM. 
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Priloga A3: Zamenjava alela MKT1 je imela učinek le v sevu S288c, ko so bile celice testirane za rast na 
maltozi (A) in rafinozi (B) kot edinemu viru ogljika. Rast je bila testirana z redčinami na agarnih ploščah, 
kjer so prokazane reprezentativne slike dveh bioloških ponovitev, in meritvijo volumna kolonij v končni 
točki, kjer je prikazan relativen volumen posameznih kolonij, povprečen relativen volumen in SEM.  
Annex A3: MKT1 allele swap had an effect on growth only in the S288c strain when tested for utilization 
of maltose (A) and utilization of raffinose (B).Growth was tested with plate dilution assay and scan-o-
matic method. For plate dilution assay representative images from two biological replicates are shown; 
and for scan-o-matic method single colony values, average relative colony volume and SEM. 
Ogrizović M. Vloga gena PEX11 in identifikacija novih genov … lipidni metabolizem kvasovke S. cerevisiae.  
      Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2019 
 
 
 
 
Priloga A4: Endogen alel MKT1 je superioren neodvisno od genetsko ozadje, kadar celice rastejo ob 
prisotnosti rapamicina. Rast je bila testirana z redčinami na agarnih ploščah, kjer so prokazane 
reprezentativne slike dveh bioloških ponovitev, in meritvijo volumna kolonij v končni točki, kjer je 
prikazan relativen volumen posameznih kolonij, povprečen relativen volumen in SEM.  
Annex A4: The endogenous MKT1 was superior regardless of the tested genetic background when tested 
for resistance to rapamycin.Growth was tested with plate dilution assay and scan-o-matic method. For 
plate dilution assay representative images from two biological replicates are shown; and for scan-o-matic 
method single colony values, average relative colony volume and SEM. 
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Priloga A5: Učinek alela MKT1 na rast na glicerolu kot edinemu viru ogljika (A) in ob prisotnosti kofeina 
(B) je specifičen specifičen za vsak testiran sev. Rast je bila testirana z redčinami na agarnih ploščah, kjer 
so prokazane reprezentativne slike dveh bioloških ponovitev, in meritvijo volumna kolonij v končni točki, 
kjer je prikazan relativen volumen posameznih kolonij, povprečen relativen volumen in SEM.  
Annex A5: MKT1 allele variant effect on growth is strain specific when tested for utilization of glycerol 
(A) and resistace of caffeine (B). Growth was tested with plate dilution assay and scan-o-matic method. 
For plate dilution assay representative images from two biological replicates are shown; and for scan-o-
matic method single colony values, average relative colony volume and SEM. 
 
